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O T U O p e r a t i o n a l T a x o n o m i c U n i t
P A H P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y dr o c a r b o n
P C R P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n
S I P St a b l e - I s o t o p e P r o b i n g
I . I n t r o d u c t i o n
T h e r e l e a s e o f p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s (P A H s ) t h r o u g h a n t hr o p o g e n i c
p r o c e s s e s , m a i n l y t h e i n c o m p l e t e c o m b u s t i o n o f f o s s i l f u e l s f o r t r a n s p o r t a t i o n a n d
i n d u s t r y , a r e o n t h e r i s e . T h e i r r e c a l c i t r a n t p r o p e r t i e s l e a d t o a c c u m u l a t i o n i n t h e
e n v i r o n m e n t a n d t h e i r p o t e n t i a l h e a l t h e f f e c t s t o h u m a n s a n d a n im a l s l i v i n g i n a c u t e l y
c o n t a m i n a t e d a r e a s a r e b o t h n u m e r o u s a n d c o n s e q u e n t i a l . T h r o u gh t h e u s e o f
b i o r e m e d i a t i o n , i t i s p o s s i b l e t o l e s s e n b o t h t h e im p a c t t h a t P A H s h a v e o n s u r r o u n d i n g
e n v i r o n m e n t s a n d t h e i r b i o a v a i l a b i l i t y , t h u s l o w e r i n g t h e i r c a r c i n o g e n i c a n d m u t a g e n i c
p o t e n t i a l . U n d e r s t a n d i n g t h e p r o c e s s o f b i o r e m e d i a t i o n a n d i d e n t i f y i n g m i c r o o r g a n i s m s
t h a t c a n d e g r a d e PA H s a r e im p o r t a n t s t e p s i n t h e l o n g - t e r m r e d u c t i o n o f P A H s i n o u r
a t m o s p h e r e , w a t e r w a y s , a n d s o i l s . T h i s p r o j e c t h e l p s t o b r o a d e n t h e k n o w l e d g e o f h o w
m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s a d a p t t o b i o s t im u l a t e d c o n d i t i o n s t o d e g r a d e a n t h r a c e n e i n P A H -
c o n t a m i n a t e d s o i l s i n e n g i n e e r e d b i o r e a c t o r s y s t e m s .
T h e o bj e c t i v e s o f t h i s r e s e a r c h p r o j e c t w e r e t o i d e n t i f y t h e b a c t e r i a r e s p o n s i b l e fo r
d e g r a d i n g a n t h r a c e n e i n a b i o r e a c t o r t r e a t in g PA H - c o n t a m i n a t e d s o i l , a n d t o c o m p a r e
t h o s e o r g a n i s m s t o t h e m i c r o b e s i d e n t i f i e d a s d o m i n a n t a n t h r a c e n e d e g r a d e r s i n t h e
u n t r e a t e d s o i l .
I I . L i t e r a t u r e R e v i e w
T h i s l i t e r a t u r e r e v i e w p r o v i d e s i n f o r m a t i o n a b o u t p o l y c y c l i c a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s i n c l u d i n g p r o p e r t i e s , p r e s e n c e i n t h e e n v i r o n m e n t , h e a lt h e f f e c t s ,
b i o r e m e d i a t i o n a n d d e g r a d a t i o n , i n f o r m a t i o n o n a n t h r a c e n e , a n d p r i o r s t u d i e s e x a m i n i n g
P A H - c o n t a m i n a t e d s o i l f r o m m a n u f a c t u r e d - g a s p l a n t s
A . P r o p e r t i e s o f P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s
P o l y c y c l i c a r o m a t i c h y dr o c a r b o n s (PA H s ) a r e o r g a n i c c o m p o u n d s c o n t a i n i n g
f u s e d a r o m a t i c r i n g s a n d a r e c l a s s i f i e d i n t o tw o g r o u p s ; h i g h m o l e c u l a r w e i gh t (H M W)
w i t h 4 o r m o r e a r o m a t i c r i n g s , a n d l o w m o l e c u l a r w e i g h t (L M W) c o m p o s e d o f 3 o r f e w e r
a r o m a t i c r i n g s (G n a n d i e t a l . 2 0 11 ; I g w o - E z i k p 2 0 10) . T h e i r l o w w a t e r s o l u b i l i t y , l o w
v a p o r p r e s s u r e , a n d h i gh o c t a n o l - w a t e r p a r t it i o n c o e f f i c i e n t s (K q w ) , c o n t r o l t h e t r a n s p o r t
a n d d i s t r i b u t i o n o f P A H s (I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r 2 0 10 ) a n d
p r o m o t e a c c u m u l a t i o n i n t h e e n v i r o n m e n t (J o h n s e n e t a l . 2 0 0 5 ) . S i x t e e n P A H s a r e o n t h e
U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (E P A ) P r i o r i t y P o l l u t a n t L i s t (F i g u r e 1 ) (U S E P A
19 82 ) d u e t o p r o b a b l e c a r c i n o g e n i c a n d m u t a g e n i c p r o p e r t i e s (I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r
R e s e a r c h o n C a n c e r 2 0 10) a n d th e i r p e r s i s t e n t a n d u b i q u i t o u s n a t u r e i n t h e e n v i r o n m e n t .
B . P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s i n t h e E n v i r o n m e n t
P A H s e n t e r t h e e n v i r o n m e n t t hr o u g h b o t h n a t u r a l a n d a n t h r o p o g e n i c p r o c e s s e s .
N a t u r a l s o u r c e s o f P A H s i n c l u d e v o l c a n i c e r u p t i o n s a n d f o r e s t f i r e s . T h e m a j o r i t y o f
PA H s i n t h e e n v i r o n m e n t a r e g e n e r a t e d t h r o u gh h u m a n a c t i v i t i e s , s p e c i f i c a l l y i n c o m p l e t e
f o s s i l f u e l c o m b u s t i o n s u c h a s f r o m g a s o l i n e a n d d i e s e l e n g i n e s (B a c k 19 9 1 ; C a v a l c a n t e
e t a l 2 0 12 ; N i k o l a o u e t a l 1 9 84 ) , r e s i d e n t i a l w o o d b u r n i n g (W a n g e t a l . 2 0 10 ) , a n d
i n d u s t r i a l a c t i v i t i e s . I n d u s t r i a l a c t i v i t i e s i n c l u d e t h e b u r n i n g o f c o a l w a s t e p i l e s
N a p h t h a l e n e A c e n a p h t h y l e n e A c e n a p h t h e n e F l u o r e n e
A n t hr a c e n e P h e n a n t h r e n e F l u o r a n t h e n e P y r e n e
C h r y s e n e B e n z [a ] a n t h r a c e n e B e n z o [b ] f l u o r a n t h e n e B e n z o [k ] f l u o r a n t h e n e
B e n z o [a ] p y r e n e
I n d e n o [ 1 , 2 , 3 -
c d j p y r e n e B e n z o [ g , h , i ] p e r y l e n e D i b e n z [ a , h ] a n t h r a c e n e
F i g u r e 1 : 16 P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s o n E P A
'
s P r i o r i t y Po l l u t a n t L i s t
(R i b e i r o e t a l . 2 0 12 ) , w a s t e i n c i n e r a t i o n (L i u e t a l . 2 0 10 ; P a r k e t a l 2 0 0 9 ; Wa n g e t a l .
2 0 0 9 ; Z h a o e t a l . 2 0 0 8) , b i o m a s s c o m b u s t i o n (C o h n e t a l . 2 0 1 1 ) , a n d d i s p o s a l o f r e s i du e s
f r o m m a n u f a c t u r e d - g a s p l a n t s , w o o d t r e a t m e n t o p e r a t i o n s t h a t i n v o l v e d c r e o s o t e , a n d o i l
r e fi n e r i e s (B r a t v e i t e t a l . 2 0 0 7 ; E r i k s s o n e t a l 2 0 0 0 ; O t t e 19 9 4 ; T h a v a m a n i e t a l . 2 0 1 1 ) .
O n c e r e l e a s e d i n t o t h e e n v i r o n m e n t , P A H s c a n b e d i s t r i b u t e d w o r l d w i d e th r o u gh th e
a t m o s p h e r i c g l o b a l t r a n s p o r t s y s t e m a n d c o n t a m i n a t e t h e a tm o s p h e r e , w a t e r s , s e d im e n t s ,
a n d s o i l s .
1 . W a t e r a n d s e d i m e n t
W a t e r s a n d s e di m e n t s o f a q u a t i c e n v i r o n m e n t s c a n b e c o n t a m i n a t e d w i t h PA H s
t hr o u g h w a s t e w a t e r d i s c h a r g e s (A u g u s t o e t a l . 2 0 1 1; Q i e t a l 2 0 1 1) , r u n o f f o f c o a l t a r
s e a l a n t u s e d o n r o a d s a n d p a r k i n g l o t s (B o m m a r it o e t a l . 2 0 1 0 ; B r y e r e t a l . 2 0 10 ) ,
s h i p p i n g t r a f fi c (C o n t i n i e t a l . 2 0 1 1 ) , s h i p p in g a c c i d e n t s (G u it a r t e t a l . 2 0 0 8 ; R o g o w s k a e t
a l . 2 0 10 ) , a n d o i l s p i l l s (A l l a n e t a l 2 0 12 ) . R i v e r s , l a k e s , a n d e s t u a r i e s , i n c l u d i n g t h e
M i s s i s s i p p i R i v e r (B r u n s o n e t a l 19 9 8 ; O v e r t o n e t a l . 2 0 0 4 ) , P o t o m a c R i v e r , (F o s t e r a n d
C u i 2 0 0 8 ) , t h e G r e a t L a k e s (K l e c k a e t a l . 2 0 10 ), a n d Y a n gt z e e s t u a r y ( H u i e t a l . 2 0 0 9 ; L i
e t a l . 2 0 12 ) , h a v e a l l b e e n i d e n t i f i e d a s h a v i n g d e t e c t a b l e l e v e l s o f P A H s . D u e t o t h e
h y d r o p h o b i c n a t u r e o f P A H s , s e d im e n t s o f w a t e r w a y s a r e c l a s s i f i e d a s s i n k s f o r t h e s e
c o m p o u n d s a n d p o s e h e a l t h r i s k s f o r a n im a l s l i v i n g i n im p a c t e d a q u a t i c e n v i r o n m e n t s
(H a r r i s e t a l . 2 0 1 1 ; L e v e n g o o d a n d S c h a e f f e r 2 0 1 1 ) .
2 . So i l
S o i l s c a n b e c o m e c o n t a m i n a t e d w i t h PA H s d u e t o f a l l o u t f r o m th e a tm o s p h e r e
a n d r e s i d u a l s f r o m p r i o r m a n u f a c t u r i n g (T h a v a m a n i e t a l . 2 0 1 1 ; T h a v a m a n i e t a l . 2 0 1 1) .
F o r e x a m p l e , P A H s h a v e b e e n d e t e c t e d i n f o o d s o u r c e s (A s h r a f a n d S a l a m 2 0 12 ) g r o w n
i n s o i l s s u r r o u n d i n g p o w e r p l a n t s (K h i l l a r e e t a l . 2 0 12 ) . I n g e s t i o n o f c o n t a m i n a t e d f o o d
s o u r c e s i s t h e n u m b e r o n e w a y h u m a n s a b s o r b P A H s (D i g g s e t a l . 2 0 1 1 ; M e n z i e 19 9 2 ) .
C o n t a m i n a t i o n s u r r o u n d i n g m a n u f a c t u r e d - g a s p l a n t s (M G P ) a r e o f p a r t i c u l a r i n t e r e s t t o
i n d u s t r i a l i z e d c o u n t r i e s b e c a u s e o f t h e i r p r i o r u s e a n d c u r r e n t a b a n d o n e d s t a t e . M G P s a r e
d i s c u s s e d a t l e n g t h b e l o w .
C . H e a l t h E f f e c t s o f P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s
T h e h e a l t h e f f e c t s o f P A H s o n h u m a n s a n d a n im a l s a r e n u m e r o u s a n d h a v e b e e n
t h e s u bj e c t o f i n c r e a s i n g s t u d i e s i n t h e U n i t e d St a t e s a n d a b r o a d P A H s a r e a c t i v a t e d b y
m i c r o s o m a l e n z y m e s r e s u l t i n g i n c a r c i n o g e n i c , m u t a g e n i c , a n d t o x i c m e t a b o l i t e s (L e v i n
e t a l . 19 82 ) .
1 . E x p o s u r e a n d h e a l t h e f f e c t s o n h u m a n s
O c c u p a t i o n a l a c t i v i t i e s i n c l u d i n g w o r k i n g w i t h o i l s h a l e (K u lj u k k a e t a l . 19 9 6 ),
o i l p r o d u c t i o n (B r a t v e i t e t a l . 2 0 0 7 ; H o p f e t a l . 2 0 1 0 ; K i r k e l e i t e t a l 2 0 0 6 ) , a l u m i n u m
s m e l t i n g (F r i e s e n e t a l . 2 0 10 ) , a n d m i n i n g (Se i d e l e t a l . 2 0 0 2 ) , r e l e a s e P A H s i n t o t h e
w o r k i n g e n v i r o n m e n t a n d d i r e c t l y e x p o s e s p e c i f i c p o p u l a t i o n s t o e l e v a t e d l e v e l s o f
P A H s . O t h e r o c c u p a t i o n s i n c l u d i n g p o l i c e m e n (T o p i n k a e t a l . 2 0 0 7 ) a n d r i c k s h a w dr i v e r s
(R a hm a n e t a l . 2 0 0 3 ) , r e s u l t i n s e c o n d a r y e x p o s u r e t o P A H s t h r o u g h a tm o s p h e r i c
p o l l u t i o n O c c u p a t i o n a l e x p o s u r e t o P A H s h a s b e e n l i n k e d t o C Ei r d i o p u lm o n a r y m o r t a l i t y
(F r i e s e n e t a l . 2 0 10 ) , p a n c r e a t i c c a n c e r (A n d r e o t t i a n d S i l v e r m a n 2 0 12 ) , a n d lu n g c a n c e r
(K r i e k e t a l . 19 9 3 ; M c C l e a n e t a l . 2 0 1 1) .
E x p o s u r e t o P A H s a f f e c t s m e n , w o m e n , a n d c h i l d r e n d i f f e r e n t l y . I n c r e a s e d
e x p o s u r e i n m e n , f o r e x a m p l e , m a n i f e s t s i n i n c r e a s e d i n f e r t i l i t y r a t e s (G a s p a r i e t a l . 2 0 0 3 ;
G u e t a l . 2 0 10 ) s t e m m i n g f r o m s p e r m D N A a d d u c t f o r m a t i o n . P A H s h a v e b e e n s h o w n t o
n e g a t i v e l y im p a c t f e m a l e f e r t i l i t y (H o m b a c h - K l o n i s c h e t a l . 2 0 0 5 ) a n d a r e l i n k e d t o
b r e a s t c a n c e r (M o r d u kh o v i c h e t a l 2 0 10 ; R u n d l e e t a l . 2 0 0 0 ) a n d o v a r i a n c a n c e r (H u n g e t
a l . 2 0 12 ) . P r e n a t a l P A H e x p o s u r e h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h a s t h m a (B u r t o n 2 0 0 9 ) ,
s y m p t o m s o f a t t e n t i o n p r o b l e m s , m o t o r f u n c t i o n d i s o r de r s , m e n t a l d i s o r d e r s (P e r e r a e t a l .
2 0 1 1) , a n d r e d u c e d f e t a l a n d c h i l d g r o w th r a t e s (T a n g e t a l . 2 0 0 6) .
2 . F i s h a s i n d i c a t o r s o f P A H c o n t a m i n a t i o n
I n t h e e n v i r o n m e n t
,
fi s h c a n s e r v e a s n a t u r a l i n d i c a t o r s o f P A H c o n t a m i n a t i o n
b e c a u s e d a m a g e t o t h e i r s k i n , b a r b e l s , fi n s , a n d e y e s c a n b e o b s e r v e d w i t h o u t s p e c i a l t y
e q u i p m e n t (L o g a n 2 0 0 7 ) . I n d u s t r i a l i z e d a r e a s r e c o r d h i g h e r r a t e s o f D N A d a m a g e
(T h e o d o r a k i s e t a l . 2 0 12 ; V i n c e n t - H u b e r t e t a l . 2 0 12 ), l i v e r n e o p l a s m s (B a u m a rm a n d
H a r s h b a r g e r 19 9 5 ; M y e r s e t a l . 1 9 9 0 ; V a r a n a s i a n d St e i n 1 9 9 1) , b o d y a x i s d e f e c t s
(I n c a r d o n a e t a l . 2 0 0 5 ) , a n d im m u n o s u p p r e s s i o n (C o n n e l l y a n d M e a n s 2 0 10 ) i n fi s h a n d
o t h e r a q u a t i c a n im a l s .
D
. B i o r e m e d i a t i o n
B i o r e m e d i a t i o n i s t h e p r o c e s s b y w h i c h m i c r o o r g a n i s m s r e m o v e p o l l u t a n t s
t h r o u g h m e t a b o l i s m . T h e o v e r a l l g o a l o f b i o r e m e d i a t i o n i s t o l e s s e n t o x i n s
'
e n v i r o n m e n t a l im p a c t s a n d t h e t h r e a t o f e x p o s u r e . I n t h e c a s e o f P A H s , s o m e
m i c r o o r g a n i s m s c a n m e t a b o l i z e t h e s e h a z a r d o u s o r g a n i c c o m p o u n d s t o l e s s h a r m fu l
p r o d u c t s , t h e r e b y m i n im i z i n g p o t e n t i a l e x p o s u r e t o P A H s . D u e t o a n u m b e r o f v a r i a b l e s ,
b i o r e m e d i a t i o n i s a s i t e - s p e c i fi c p r o c e s s . T h e E P A h a s p u b l i s h e d a d o c u m e n t t o h e l p
q u i c k l y i d e n t i f y t h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e s i t e a n d p r o v i d e d c a s e s t u d i e s f o r r e m e d i a t i o n
p r o c e s s e s u n d e r m u l t i p l e c o n d i t i o n s (U n i t e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y
19 9 9 ) .
1 . B i o a v a i l a b i l i t y a n d t o x i c i t y
B i o a v a i l a b i l i t y i s t h e a c c e s s i b i l i t y o f a c h e m i c a l t o a n o r g a n i s m . I n t h e s p e c i f i c
c a s e o f P A H a n d b i o r e m e d i a t i o n , b i o a v a i l a b i l i t y r e f e r s t o a c c e s s i b i l i t y o f t h e c h e m i c a l s t o
m i c r o o r g a n i s m s c a p a b l e o f m e t a b o l i z i n g t h o s e P A H s . P A H s t h a t w e r e r e c e n t l y r e l e a s e d
i n t o t h e e n v i r o n m e n t a r e g e n e r a l l y m o r e e a s i l y a c c e s s i b l e fo r d e g r a d a t i o n (E r i c k s o n
19 9 3 ) b u t P A H s i n s e d i m e n t s a n d s o i l s t h a t h a v e b e e n i n t h e e n v i r o n m e n t f o r a n e x t e n d e d
p e r i o d o f t im e (i . e . ,
" w e a t h e r e d " ) a r e l e s s b i o a v a i l a b l e (S h u t t l e w o r t h a n d C e m i g l i a 1 9 9 5 )
d u e t o t h e e f f e c t s o f i n c r e a s e d p a r t i t i o n i n g o f P A H s i n t o i n a c c e s s i b l e d o m a i n s s u c h a s
m i c r o - p o r e s a n d n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r (N O M ) (A l e x a n d e r 2 0 0 0 ) . B i o a v a i l a b i l i t y i s o ft e n
s e e n a s t h e l im i t i n g f a c t o r o f b i o r e m e d i a t i o n (M i h e l c i c 19 9 3 ) b e c a u s e c o n t a m i n a n t s a r e i n
a d i f f e r e n t p h a s e t h a n t h e d e g r a d i n g o r g a n i s m s (H u g h e s e t a l . 19 9 7) a n d i n c r e a s i n g t h e
b i o a v a i l a b i l i t y o f P A H s c a n h e l p t o i n c r e a s e t h e d e g r a d a t i o n p o t e n t i a l o f m i c r o b e s
(H u g h e s e t a l . 1 9 9 7 ; V o l k e r i n g 19 92 ) .
2 . B i o s t im u l a t i o n a n d b i o a u g m e n t a t i o n
B i o s t im u l a t i o n i s t h e a d d i t i o n o f n u t r i e n t s a n d /o r o t h e r s u b s t a n c e s t o im p r o v e
b i o d e g r a d a t i o n b y n a t u r a l l y o c c u r r i n g m i c r o o r g a n i s m s , w h e r e a s b i o a u g m e n t a t i o n i s t h e
a d d i t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s w i th k n o w n p o l l u t a n t t r a n s f o r m a t i o n c a p a b i l i t i e s
B i o s t im u l a t i o n w i t h o x y g e n a n d i n o r g a n i c n u t r i e n t s h a s b e e n s h o w n t o r e m o v e
s i g n i fi c a n t l y m o r e PA H s t h a n w i t h o u t (B a m f o r t h a n d S i n g l e t o n 2 0 0 5 ; R i c h a r d s o n e t a l
2 0 12 ) . B i o a u g m e n t a t i o n w i t h t w o d i f f e r e n t s t r a i n s o f b a c t e r i a (P s e u d o m o n a s sp p ,
b a c i l l u s , P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a ) a n d a m i x t u r e o f b o th s t r a i n s sh o w e d s i g n i f i c a n t l y
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m o r e d e g r a d a t i o n o f p h e n a n t h e r e n e - c o n t a m i n a t e d s o i l t h a n w i t h o u t b i o a u g m e n t a t i o n
(N a s s e r i e t a l . 2 0 10 ) N o t a l l b i o a u g m e n t a t i o n p r a c t i c e s , h o w e v e r , h a v e p r o v e n t o b e
e f f e c t i v e
,
a s s o m e i s o l a t e d o r g a n i s m s f a i l t o d e g r a d e o n c e i n t h e fi e l d (M e g h a r a j e t a l .
2 0 1 1) f o r m u l t i p l e r e a s o n s , r a n g i n g f r o m t h e p o s s i b i l i t y t h a t t h e m i c r o o r g a n i s m s w e r e
u n a b l e t o r e a c h t h e p o l l u t a n t , u n f a v o r a b l e s u r v i v a l c o n d i t i o n s , a n d c o m p e t i t i o n w i t h
i n d i g e n o u s o r g a n i s m s (B o o n a n d V e r s t r a e t e 2 0 10 ) . W h e n t e s t e d t o g e t h e r , b i o s t im u l a t i o n
a n d b i o a u gm e n t a t i o n h a v e s h o w n a g r e a t e r d e g r a d a t i o n r a t e t h a n t h e c o n t r o l in a n e x - s i t u
e x p e r i m e n t w i t h P A H - c o n t a m i n a t e d s a n d y s o i l f r o m a g a s w o r k s s i t e (E r i k s s o n e t a l .
2 0 0 0 )
3 . B i o t i c a n d a b i o t i c f a c t o r s
B i o t i c a n d a b i o t i c f a c t o r s m u s t a l s o b e t a k e n i n t o a c c o u n t w h e n d e t e r m i n i n g i f
b i o r e m e d i a t i o n i s f e a s i b l e . T h e s e f a c t o r s i n c l u d e t e m p e r a t u r e , p H , s o i l t y p e , a e r a t i o n ,
n u t r i e n t s
,
d e p t h , d i f f u s i o n , m i c r o b i a l a d a p t a t i o n s , w a t e r a v a i l a b i l i t y , s e d im e n t t o x i c i t y ,
c o n c e n t r a t i o n s o f t h e c o n t a m i n a n t s (C e m i g l i a 1 9 9 2 ) , o x y g e n , m i c r o b i a l p o p u l a t i o n , a n d
c h e m i c a l s t r u c t u r e o f t h e c o m p o u n d s (H a r i t a s h a n d K a u s h i k 2 0 0 9 ) .
4 . I n - s i t u b i o r e m e d i a t i o n
I n - s i t u b i o r e m e d i a t i o n o c c u r s a t t h e s i t e o f c o n t a m i n a t i o n w h e n m i c r o o r g a n i s m s
u s e t h e c o n t a m i n a n t s f o r g r o w 1:h . I t h a s b e e n r e c o g n i z e d b y t h e N a t i o n a l R e s e a r c h
C o u n c i l a s c h e a p e r , f a s t e r , a n d s a f e r t h a n c o n v e n t i o n a l c l e a n i n g m e t h o d s s h o u l d
e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s b e f a v o r a b l e f o r s u c h a c t i v i t i e s (C o m m i t t e e o n I n Si t u
B i o r e m e d i a t i o n , N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l 1 9 9 3) . C o n t i n u o u s g r o u n d w a t e r f l o w ,
m i n e r a l s t h a t p r e v e n t p H f l u c t u a t i o n s , a n d h i gh c o n c e n t r a t i o n s o f e i t h e r o x y g e n , n i t r a t e ,
s u l f a t e , o r f e r r i c i r o n c a n p r o d u c e f a v o r a b l e e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s . I n t r in s i c
b i o r e m e d i a t i o n , o r n a t u r a l a t t e n u a t i o n , a n d e n g i n e e r e d b i o r e m e d i a t i o n c a n b e u s e d i n i n -
s i t u a p p l i c a t i o n s .
5 . E x - s i t u b i o r e m e d i a t i o n
E x - s i t u b i o r e m e d i a t i o n i n v o l v e s r e m o v i n g t h e c o n t a m i n a t e d s o i l a n d t r e a t i n g i t
u n d e r c o n t r o l l e d , i d e a l d e g r a d a t i o n c o n d i t i o n s . F o r e x a m p l e , b i o r e a c t o r s c a n b e u s e d t o
i n c r e a s e t h e m a s s - t r a n s f e r r a t e b y i n c r e a s i n g t h e t o t a l s u r f a c e a r e a t h r o u g h a g i t a t i o n
(D e z i e l e t a l . 19 9 9) . Se v e r a l s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d th e e f f i c i e n c y o f b i o r e a c t o r s f o r
d e c r e a s i n g P A H c o n c e n t r a t i o n s i n c o n t a m i n a t e d s o i l s (L a u n e n e t a l . 2 0 02 ; L u n d s t e dt e t
a l . 2 0 0 3 ; S i n g l e t o n e t a l . 2 0 0 5 ; V i l l e m u r 2 0 0 0 ) . C o m p o s t i n g h a s a l s o b e e n u s e d a s a f o r m
o f b i o r e m e d i a t i o n f o r P A H - c o n t a m i n a t e d s o i l s , a l t h o u g h w i t h l im i t e d e f f e c t o n t h e o v e r a l l
t o x i c i t y o f t h e s o i l s (C a j t h a m l e t a l . 2 0 0 2 ; R e i c h e n b e r g e t a l . 2 0 1 0) .
E . D e g r a d a t i o n o f P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s
T h e r e i s a s t a r k d i s t i n c t i o n b e t w e e n t h e d e g r a d a t i o n o f H M W PA H s a n d L M W
PA H s H M W P A H s t e n d t o b e m o r e r e c a l c i t r a n t t o m i c r o b i a l a t t a c k d u e t o m o l e c u l a r
s t a b i l i t y (P r o v i d e n t i 19 9 3 ) a n d l o w e r s o l u b i l it y , w h e r e a s L M W PA H d e g r a d a t i o n o c c u r s
m o r e e a s i l y a n d h a s b e e n e x t e n s i v e l y s t u d i e d (L u n d s t e d t e t a l . 2 0 0 3 ; S a m a n t a e t a l
2 0 02 ) , w i t h n u m e r o u s d e g r a d e r s i d e n t i f i e d . O f t h e H M W PA H s , p y r e n e h a s b e e n t h e
b e s t - s t u d i e d w i t h r e s p e c t t o i s o l a t i o n o f b a c t e r i a l d e g r a d e r s a n d e l u c i d a t i o n o f m e t a b o l i c
p a t h w a y s .
1 . P a t h w a y s a s s o c i a t e d w i t h P A H u t i l i z a t i o n /d e g r a d a t i o n
B a c t e r i a l i s o l a t e s
,
b a c t e r i a l c o n s o r t i a , f u n g i , a l g a e , a n d a b a c t e r i a l - f u n g a l c o m p l e x
h a v e a l l d e m o n s t r a t e d a n a b i l i t y t o d e g r a d e b o t h H M W a n d L M W PA H s t h r o u g h a
v a r i e t y o f p a t h w a y s (B o o n c h a n e t a l . 2 0 0 0 ; C e r n i g l i a 19 9 2 ; L i e t a l . 2 0 0 8 ; Y u a n 2 0 0 0 ) , a s
s h o w n in F i g u r e 2 .
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F i g u r e 2 : P r o p o s e d P a t h w a y s f o r M i c r o b i a l C a t a b o l i s m o f P o l y c y c l i c A r o m a t i c
H y d r o c a r b o n s (C e r n i g l i a 1 9 9 2 )
M i c r o b i a l d e g r a d a t i o n o f P A H s o c c u r s i n o n e o f t w o w a y s , e i t h e r a s t h e s o l e
s o u r c e o f c a r b o n a n d e n e r g y t o t h e m i c r o o r g a n i s m o r b y c o - m e t a b o l i s m (o r c o - o x i d a t i o n
i f o x i d a t i o n o c c u r s ) (W i l s o n a n d J o n e s 1 9 9 3 ) . C o - m e t a b o l i s m , d e s p i t e n o t d i r e c t l y
b e n e f i t i n g t h e m i c r o o r g a n i s m , i s e x t r e m e l y im p o r t a n t i n t h e o v e r a l l d e g r a d a t i o n o f P A H s
b e c a u s e i t c a n p a v e t h e w a y f o r a d d i t i o n a l d e g r a d a t i o n b y a n o t h e r m i c r o o r g a n i s m . M o s t
o ft e n
,
b a c t e r i a i n c o r p o r a t e b o t h a t o m s o f m o l e c u l a r o x y g e n b y u t i l i z i n g d i o x y g e n a s e
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e n z y m e s t o f o r m a n i n t e r m e d i a t e c w - d i h y d r o d i o l . T h e c w - d i h y d r o d i o l i s d e h y d r o g e n a t e d
b y a c / 5 - d i h y d r o d i o l d e h y d r o g e n a s e t o f o r m a d i h y d r o x y l a t e d i n t e r m e d i a t e T h i s
i n t e r m e d i a t e i s f u r t h e r o x i d i z e d t o f o rm a r i n g - c l e a v a g e p r o d u c t t hr o u g h a n o r t h o o r m e t a
c l e a v a g e p a t h w a y (C e r n i g Ua 19 9 2 ; J o h n s e n e t a l . 2 0 0 5 ; K a n a l y 2 0 0 0 ; V a n d e r m e e r 1 9 9 2 ;
Z e y a u l l a h 2 0 0 9 ) .
F u n g i u t i l i z e c y t o c h r o m e P 4 50 , a m o n o o x y g e n a s e e n z y m e , b y i n c o r p o r a t in g o n e
a t o m o f m o l e c u l a r o x y g e n i n t o t h e a r o m a t i c n u c l e u s , r e s u l t i n g i n a n u n s t a b l e a r e n e o x i de
i n t e r m e d i a t e . T h e a r e n e o x i d e i n t e r m e d i a t e u n d e r g o e s f u r t h e r m e t a b o l i s m b y e p o x i d e
h y d r o l a s e t o f o r m a t r a n s - d i h y di Xo Ai o l o r i t c a n b e n o n e n z y m a t i c a l l y r e a r r a n g e d t o f o rm
p h e n o l (C e r n i g l i a 1 9 9 2 ; H a r i t a s h a n d K a u s h i k 2 0 0 9 ; Su t he r l a n d 19 92 ) .
2 . M i c r o o r g a n i s m s a s s o c i a t e d w i t h P A H u t i l iz a t i o n / d e g r a d a t i o n
M a n y m i c r o o r g a n i s m s h a v e b e e n s t u d i e d f o r t h e i r PA H d e g r a d a t i o n p r o p e r t i e s
a n d a d i v e r s e c o m m u n i t y h a s b e e n i d e n t i f i e d (L u e t a l . 2 0 1 1) . PA H d e g r a d a t i o n h a s b e e n
i d e n t i f i e d i n a e r o b i c c o n d i t i o n s , n i t r a t e - r e d u c i n g c o n d i t i o n s , s u l f a t e - r e d u c i n g c o n d i t i o n s
( L u e t a l . 2 0 1 1 ) , a n d o t h e r a n a e r o b i c c o n d i t i o n s (M e c k e n s t o c k a n d M o u t t a k i 2 0 1 1) . T h e
m o s t - s t u d i e d P A H - d e g r a d i n g b a c t e r i a a r e f r o m t h e g e n e r a P s e u d o m o n a s , Sp h i n g o m o n a s ,
a n d My c o b a c t e r i u m .
F . A n t h r a c e n e
1 . C h e m i c a l a n d p h y s i c a l p r o p e r t i e s
T h e c h e m i c a l s t r u c t u r e o f a n t h r a c e n e (F i g u r e 1 ) c o m p r i s e s t h r e e b e n z e n e r i n g s i n
a l i n e a r a r r a n g e m e n t . I t h a s a c h e m i c a l f o r m u l a o f C 1 4H 10 , a n d a m o l e c u l a r w e i g h t o f
17 8 . 2 4 d a l t o n s A s a p u r e c o m p o u n d , a n t hr a c e n e i s a w h i t e p o w d e r y c r y s t a l I t s b o i l i n g
1 1
p o i n t i s 3 4 0
° C a n d m e l t i n g p o i n t i s 2 1 8
° C . L i k e o t h e r P A H s
,
a n t h r a c e n e i s h i g h l y
h y d r o p h o b i c w i t h a n a q u e o u s s o l u b i l i t y o f 0 . 13 m g / L (I n t e r n a t i o n a l Pr o g r a m m e i n
C h e m i c a l S a f e t y 1 9 9 9 ) a l t h o u gh i t w i l l d i s s o l v e i n s t r o n g o r g a n i c s o l v e n t s T h e l e g a l
a ir b o r n e p e rm i s s i b l e e x p o s u r e l im i t i s 0 . 2 m g / m
^
a v e r a g e d o v e r a n 8 - h o u r w o r k s h i ft
(U n i t e d St a t e s D e p a r t m e n t o f L a b o r ) .
2 . P r o p o s e d d e g r a d a t i o n p a t h w a y
T h e p r o p o s e d p a th w a y f o r b a c t e r i a l m e t a b o l i s m o f a n t h r a c e n e (G e l d n e r e t a l .
2 0 1 1 ) i s s h o w n i n F i g u r e 3 .
A n t hr a c e n e
I n a p h t h a l e n e 1 , 2 - d i o x y g e n a s e
c i s - 1 , 2 - D i h y dr o a n t h r a c e n e - 1 , 2 - d i o l
I c i s - l , 2 - d i h y d r o d ih y d r o x y -
n a p h t h a l e n e d e h y d r o g e n a s e
p H a n t h r a c e n e - 1, 2 - d i o l - 1, 2 -
d i o x y g e n a s e
3 - [(Z )- 2 - c a r c o x y v i n y l] - 2 -
n a p h t h o a t e
A n t h r a c e n e - 1
,
2 - d i o l
I a n t h r a c e n e - 1 , 2 - d i o l - 1 , 2 -
d i o x y g e n a s e
O ^ ^ O
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,
7 - B e n z o c o u m a r in
4 - (2 - H y d r o x y n a p h - 3 - y l ) - 2 - o x o b u t - 3 -
e n o a t e
I 4 - (2 - h y d r o x y n a p h - 3 - y l) - 2 - o x o b u t - 3 -
e n o a t e h y d r a t a s e - a l d o l a s e
o
3 - H y d r o x y - 2 - n a p h t h o a t e
I 3 - h y d r o x y - 2 - n a p ht h o a t e h y d r o x y l a s e
2 , 3 - D i h y d r o x y - n a p t h a le n e
i
P h t h a la t e
F i g u r e 3 : P r o p o s e d P a t h w a y f o r A n t h r a c e n e D e g r a d a t i o n (G e l d n e r e t a l . 2 0 1 1 )
In t h e fi r s t s t e p o f a n t h r a c e n e d e g r a d a t i o n (G e l d n e r e t a l . 2 0 1 1) , a n t h r a c e n e
u n d e r g o e s h y d r o x y l a t i o n o f t h e a r o m a t i c r i n g , r e s u l t i n g i n f / . y - l , 2 - d i h y d r o a n t h r a c e n e - l , 2 -
d i o l . T h i s i n t e r m e d i a t e i s c o n v e r t e d t o a n t h r a c e n e - 1
,
2 - d i o l
,
w h i c h i s c l e a v e d a t t h e m e t a
p o s i t i o n r e s u l t i n g i n 4 - (2 - h y d r o x y n a p h - 3 - y l ) - 2 - o x o b u t - 3 - e n o a t e o r i t c a n b e c l e a v e d a t t h e
o r t h o p o s i t i o n a n d r e s u l t s i n 3 - [(Z ) - 2 - c a r b o x y v i n y l ] - 2 - n a p t h o a t e . 4 - (2 - H y d r o x y n a p h - 3 -
y l )- 2 - o x o b u t - 3 - e n o a t e m a y s p o n t a n e o u s l y r e a r r a n g e t o f o r m 6 , 7 - b e n z o c o u m a r i n o r b e
c o n v e r t e d t o 3 - h y dr o x y - 2 - n a p h t h o a t e 3 - H y d r o x y - 2 - n a p h t h o a t e u n d e r g o e s t r a n s f o r m a t i o n
b y m e a n s o f a h y d r o x y l a s e , r e s u l t i n g i n 2 , 3 - d i h y d r o x y n a ph t h a l e n e , w h i c h i s c o n v e r t e d
i n t o p h t h a l a t e t hr o u g h a n u n k n o w n m e c h a n i s m .
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3 . P r e v i o u s s t u d i e s i d e n t i f y i n g a n t h r a c e n e d e g r a d e r s
A n t h r a c e n e h a s n o t b e e n e x t e n s i v e l y e x a m i n e d a s t h e s o l e P A H i n b i o d e g r a d a t i o n
s t u d i e s T h i s d o e s n o t m e a n
,
h o w e v e r
,
t h a t m i c r o o r g a n i s m s t h a t a r e c a p a b l e o f a n t h r a c e n e
d e g r a d a t i o n a r e l e ft u n s t u d i e d o r u n e x a m i n e d . J o n e s e t a l . (2 0 1 l a ) e x a m i n e d a n t h r a c e n e
d e g r a d a t i o n u t i l i z i n g s t a b l e
- i s o t o p e p r o b i n g in a n a e r o b i c e n v i r o n m e n t a n d i de n t i f i e d
u n c h a r a c t e r i z e d a n t h r a c e n e - d e g r a d i n g b a c t e r i a c a l l e d
'
a n t h r a c e n e g r o u p 1
" i n t h e
Sp h i n g o m o n a d a l e s o r d e r . Z h a n g e t a l . (2 0 1 1) i d e n t i fi e d t h r e e m i c r o o r g a n i s m s n o t
p r e v i o u s l y l in k e d t o a n t h r a c e n e d e g r a d a t i o n u n d e r m e t h a n o g e n i c c o n d i t i o n s t h a t w e r e
c l a s s i fi e d w i t h i n t h e Me t hy l i b i u m , L e g i o n e l l a , a n d Rh iz o b i a l e s g e n e r a . D e a n - R o s s e t a l .
(2 0 0 1) e x a m i n e d t h e d e g r a d a t i o n o f a n t h r a c e n e b y a R h o d o c o c c u s s p e c i e s o b s e r v i n g t h a t
i t w a s a b l e t o u t i l i z e a n t h r a c e n e , p h e n a n t h r e n e , p y r e n e , a n d fl u o r a n t h e n e . P a t h a k e t a l .
(2 0 0 8 ) i d e n t i fi e d a n i s o l a t e d P s e u d o m o n a s s t r a i n a s c a p a b l e o f d e g r a d i n g a n t hr a c e n e i n
a dd i t i o n t o p h e n a n t h r e n e . V a n H e r w ij n e n e t a l . (2 0 0 3 ) i s o l a t e d My c o b a c t e r i u m s p . s t r a i n
L B 50 1T a n d i d e n t i fi e d it a s a n a n t h r a c e n e d e g r a d e r . T h e f u n g u s A p s e r g i l l u s f u m ig a t u s
h a s a l s o b e e n s h o w n t o d e g r a d e a n t h r a c e n e (Y e e t a l . 2 0 1 1 ) .
4
. C o n c e r n s a b o u t a n t h r a c e n e f r o m t h e i n t e r n a t i o n a l c o m m u n i t y
U n l i k e s o m e P A H s , a n t hr a c e n e i s n o t c o n s i d e r e d c a r c i n o g e n i c t o h u m a n s . I t i s
h o w e v e r
,
o n t h e E P A ' s P r i o r i t y P o l l u t a n t L i s t (U S E P A 19 8 2 ) , n o t e d o n t h e Su b s t a n c e s o f
V e r y H i g h C o n c e r n l i s t b y t h e E u r o p e a n C h e m i c a l s A g e n c y (E u r o p e a n C h e m i c a l s
A g e n c y 2 0 0 8 ) , a n d i d e n t i fi e d a s t o x i c t o a q u a t i c o r g a n i s m s a n d e n v i r o n m e n t s o n t h e
In t e r n a t i o n a l C h e m i c a l S a f e t y C a r d i s s u e d b y t h e I n t e r n a t i o n a l P r o gr a m m e i n C h e m i c a l
S a fe t y (I n t e r n a t i o n a l P r o g r a m m e i n Ch e m i c a l Sa f e t y 19 9 9 )
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G . M a n u f a c t u r e d - G a s P l a n t s
1 . H i s t o r i c a l i n f o r m a t i o n
M a n u f a c t u r e d g a s w a s c o m m e r c i a l l y d e v e l o p e d i n E n g l a n d b e t w e e n 1 7 9 5 a n d
18 0 5 a n d w a s u s e d f o r l i g h t i n g , h e a t i n g , a n d c o o k i n g p u r p o s e s . M a n u f a c t u r e d- g a s p l a n t s
(M G P ) w e r e c e n t r a l l y l o c a t e d i n t o w n s t o d e c r e a s e d e l i v e r y t im e a n d d i s t r i b u t i o n l e n g t h .
T h e fi r s t M G P i n t h e U n i t e d S t a t e s w a s o p e r a t i o n a l a n d s e r v i c i n g B a l t im o r e , M a r y l a n d i n
18 16 (H a r k i n s e t a l . 19 8 8 ) . B y p r o du c t s o f t h e m a n u fa c t u r i n g p r o c e s s w e r e c o m p l e x
m i x t u r e s s u c h a s t a r s c o n t a i n i n g P A H s , w h i c h w e r e s u b s e q u e n t l y s t o r e d i n p i t s o r i n t a n k s
b e l o w g r o u n d l e v e l a r o u n d t h e p l a n t s C o a l t a r h a s a n a dh e s i v e - l i k e t e x t u r e a n d c o n t a i n s a
c o m p l e x m i x t u r e o f PA H s a n d o t h e r t o x i c m o l e c u l e s . M a n u f a c t u r i n g o f g a s c e a s e d a n d
p l a n t s w e r e c l o s e d i n t h e 19 6 0 s d u e t o i n c r e a s e d p r o d u c t i o n o f p ip e d n a t u r a l g a s a n d
o t h e r e n e r g y p r o d u c t s . D u e t o a l a c k o f e n v i r o n m e n t a l r e g u l a t i o n s a n d u n k n o w n h e a l t h
e f f e c t s
,
t h e c e n t r a l l y l o c a t e d c o a l t a r p i t s o r t a n k s o f a p p r o x im a t e l y 3 , 0 0 0 - 5 , 0 0 0 M G P s
t h r o u g h o u t t h e U n i t e d St a t e s w e r e s im p l y c o v e r e d u p o r l e ft e x p o s e d t o t h e e l e m e n t s
w he n t h e p l a n t s w e r e c l o s e d (U n i t e d St a t e s E n v i r o n m e n t a l Pr o t e c t i o n A g e n c y 19 9 9 ) . D u e
t o h i g h e r s o l u b i l it y o f L M W P A H s i n g r o u n dw a t e r a n d t h e f a c t t h a t L M W PA H s a r e
m o r e s u s c e p t i b l e t o v o l a t i l i z a t i o n a n d d e g r a d a t i o n , t h e m o r e d i f f i c u l t t o - d e g r a d e
c a r c i n o g e n i c a n d m u t a g e n i c H M W PA H s a r e o ft e n i n h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s a t t h e s e s i t e s .
T h e M G P t h a t w a s t h e s o u r c e o f t h e s o i l i n t h i s s t u d y w a s l o c a t e d i n Sa l i s b u r y ,




















: * I ! U Ca v a
" - ^






F i g u r e 4 : L o c a t i o n o f S a l i s b u r y M a n u f a c t u r e d
- G a s P l a n t
© 20 12 G o o g le M a p D a t a © 2 0 12 G o o g l e
2 . P r i o r c a s e s t u d i e s o f P A H d e g r a d a t i o n a t M G P s i t e s
M a n u f a c t u r e d - g a s p l a n t s w e r e r e l e v a n t f o r m u c h o f t h e i n du s t r i a l i z e d w o r l d f o r
s e v e r a l d e c a d e s a n d r e s i d u a l c o n t a m i n a n t s f r o m t h o s e s i t e s a r e t h e r e f o r e a w o r l d w i d e
p r o b l e m . S e v e r a l s t u d i e s h a v e e x am i n e d m i c r o o r g a n i s m s o r p r o c e s s e s t h a t c o n t r i b u t e t o
t h e b i o r e m e d i a t i o n o f P A H s a t t h e s e M G P s .
I n t h e e a r l y 1 9 9 0 s , E r i c k s o n e t a l . ( 1 9 9 3 ) e x a m i n e d t h e f e a s i b i l i t y o f P A H
b i o r e m e d i a t i o n o f M G P s o i l s u s i n g s m a l l b a t c h m i c r o c o s m s a n d f o u n d t h a t o n l y s p i k e d
P A H s w e r e b e i n g d e g r a d e d w h i l e t h e i n d i g e n o u s P A H c o n c e n t r a t i o n s r e m a i n e d
u n c h a n g e d t hr o u g h o u t t h e c o u r s e o f t h e e x p e r im e n t , t h u s c o n c l u d i n g t h a t t h e P A H s i n t h e
s o i l s w e r e u n a v a i l a b l e f o r m i c r o b i a l d e g r a d a t i o n . H e f o u n d th i s t o b e t r u e w h e n h e s p i k e d
t h e s o i l w i t h k n o w n PA H d e g r a d e r s a s w e l l
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L u n d s t e d t e t a l ( 2 0 03 ) , e x a m i n e d n o t o n l y t h e d e g r a d a t i o n o f PA H s d u r i n g
b i o s l u r r y t r e a t m e n t o f s o i l s f r o m a n M G P s i t e , b u t a l s o e x a m i n e d t h e f o r m a t i o n o f o x y -
P A H s t h r o u g h o u t t h e s t u d y . T h e L M W PA H s w e r e f o u n d t o d e g r a d e f a s t e r t h a n t h e
H M W PA H s . T h e f o r m a t i o n o f P A H m e t a b o l i t e s d u r i n g d e g r a d a t i o n w a s m o n i t o r e d a n d
i t w a s d i s c o v e r e d th a t o x y - P A H s , w h i c h c a n b e a c u t e l y t o x i c , m u t a g e n i c , a n d
c a r c i n o g e n i c , w e r e p o s s i b l y b e i n g f o r m e d a s a b y - p r o d u c t o f P A H d e g r a d a t i o n . A
s u b s e q u e n t s t u d y (L u n d s t e d t e t a l . 2 0 0 7) o u t l i n e d t h e s o u r c e s , f a t e , a n d a d d i t i o n a l h a z a r d s
o f o x y - P A H s f o r m e d d u r i n g t h e b i o d e g r a d a t i o n p r o c e s s .
B o l d r i n e t a l . ( 19 9 3 ) , w e r e a b l e t o i s o l a t e f r o m a n M G P s i t e , t h e b a c t e r i u m
My c o b a c t e r i u m s p . s t r a i n B B l w h i c h w a s c a p a b l e o f d e g r a d i n g p h e n a n t hr e n e ,
f l u o r a n t h e n e , a n d p y r e n e . T h e y a d d i t i o n a l l y i l l u s t r a t e d t h a t a c o - m e t a b o l i c p r o c e s s w a s
e m p l o y e d b y My c o b a c t e r i u m s p . s t r a i n B B l e n a b l i n g i t t o s u c c e s s f u l l y d e g r a d e f l u o r e n e .
O t h e r i n v e s t i g a t o r s (E r i k s s o n e t a l 2 0 0 0 ; G r o s s e r e t a l 19 9 1 ; O t t e 19 94 ) h a v e
c o n c l u d e d t h a t i n o c u l a o f P A H - d e g r a d i n g b a c t e r i a o r i g i n a l l y d e r i v e d f r o m P A H -
c o n t a m i n a t e d s o i l s w e r e a b l e t o i n c r e a s e t h e e f f i c i e n c y o f a n d l e s s e n t h e t i m e r e q u i r e d f o r
P A H d e g r a d a t i o n
H . S t a b l e - I s o t o p e P r o b i n g
T h e u s e o f s t a b l e - i s o t o p e p r o b i n g (S IP ) i n b i o r e m e d i a t i o n s t u d i e s h e l p s t o i d e n t i f y
m e t a b o l i c f u n c t i o n s o f m i c r o o r g a n i s m s w i t h o u t i s o l a t i o n (R a d a j e w s k i e t a l . 2 0 0 3 ) . SI P
w o r k s b y p r o v i d i n g m i c r o o r g a n i s m s w it h a s t a b l e - i s o t o p e l a b e l e d
- c o m p o u n d a s a s o u r c e
f o r g r o w t h . O n c e i n t e g r a t e d i n t o t h e m i c r o o r g a n i s m
'
s c e l l u l a r s t r u c t u r e
,
t h e l a b e l e d a t o m
c a n b e u s e d t o i d e n t i f y t h e m i c r o o r g a n i sm s th a t m e t a b o l i z e d t h e s u b s t r a t e . F o r e x a m p l e ,
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w h e n a u n i f o r m l y C - l a b e l e d o r g a n i c c o m p o u n d i s u s e d f o r g r o w t h , t h e C a t o m s a r e
1 ^
i n c o r p o r a t e d in t o n e w c e l l u l a r m a c r o m o l e c u l e s , i n c l u d i n g D N A . T h e m o r e - d e n s e C -
e n r i c h e d D N A c a n t h e n b e p h y s i c a l l y s e p a r a t e d f r o m u n l a b e l e d D N A b y
u l t r a c e n t r i f u g a t i o n . I n t h i s s t u d y , 16 S r R N A g e n e s w e r e e x a m i n e d f o r i n c o r p o r a t i o n o f
t h e
' ^
C f r o m [U -
' ^ C ] a n t h r a c e n e .
T r a d i t i o n a l l y , e t h i d i u m b r o m i d e (E tB r ) h a s b e e n u s e d a s a m e a n s t o v i s u a l i z e t h e
s e p a r a t i o n o f t h e i s o t o p e - l a b e l e d n u c l e i c a c i d s a n d t h e n o n - i s o t o p e - l a b e l e d n u c l e i c a c i d s .
A l t e r n a t i v e t e c h n i q u e s h a v e b e e n d e v e l o p e d , i n c l u d i n g th e e l im i n a t i o n o f E tB r w h i c h c a n
b e d a m a g i n g t o t h e D N A i n t h e S I P e x p e r im e n t a n d m u s t b e d i s p o s e d o f i n a s a f e m a n n e r .
T h e u s e o f SY B R s a f e (M a r t i n e a u e t a l 2 0 0 8 ) i s n o w c o n s i d e r e d a v i a b l e a l t e r n a t i v e .
T h i s c u l t i v a t i o n - i n d e p e n d e n t t o o l h a s b e c o m e im p o r t a n t i n h e l p i n g t o i d e n t i f y
m i c r o o r g a n i s m s r e s p o n s i b l e f o r t h e d e g r a d a t i o n o f P A H s i n c o m p l e x m i x t u r e s u n d e r a
v a r i e t y o f e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s . F o r e x a m p l e , SI P h a s b e e n u s e d t o i d e n t i fy b a c t e r i a
c a p a b l e o f d e g r a d i n g n a p h t h a l e n e (J e o n e t a l . 2 0 0 4 ; Si n g l e t o n e t a l . 2 0 0 5 ) , a n t h r a c e n e
( J o n e s e t a l . 2 0 1 l a ; Z h a n g e t a l . 2 0 1 1) , p h e n a n t h r e n e (S i n g l e t o n e t a l . 2 0 0 5 ; S i n g l e t o n e t
a l . 2 0 0 7 ) , p y r e n e (Jo n e s e t a l . 2 0 0 8 ; S i n g l e t o n e t a l . 2 0 0 6 ) , a n d f l u o r a n t h e n e a n d
b e n z [ a ] a n t h r a c e n e (J o n e s e t a l . 2 0 1 l b ) . I n a d d i t i o n , G u t i e r r e z e t a l . (2 0 1 1) w e r e a b l e t o
i d e n t i fy L WM PA H d e g r a d e r s i n a n a l g a l b l o o m . Wh i l e u s e f u l f o r i d e n t i f y i n g
u n c u l t i v a t e d m i c r o o r g a n i s m s , SI P h a s a l s o a s s i s t e d i n t h e i s o l a t i o n o f i d e n t i f i e d P A H
d e g r a d e r s (J e o n e t a l 2 0 0 4 ; S i n g l e t o n e t a l . 2 0 0 9 )
T h i s l a b h a s p r e v i o u s l y u s e d S I P a n d P A H - c o n t a m i n a t e d s o i l f r o m t h e S a l i s b u r y ,
N C s i t e t o s h o w f o r t h e fi r s t t im e t h a t P ig m e n t ip h a g a - t e l a t e d s e q u e n c e s w e r e r e s p o n s i bl e
f o r t h e d e g r a d a t i o n o f n a p h t h a l e n e a n d p h e n a n t h r e n e a n d t h a t a g r o u p o f m i c r o o r g a n i s m s
k n o w n a s ' p y r e n e g r o u p 2
' w e r e a s s o c i a t e d w i t h d e g r a d a t i o n o f p y r e n e , fl u o r a n t h e r e a n d
b e n z [a ] a n t h r a c e n e (J o n e s e t a l . 2 0 1 l b ) . I n a n o t h e r SI P s t u dy f r o m t h i s l a b , a n a n t h r a c e n e
d e g r a d e r w a s i d e n t i fi e d w i t h n o g e n e t i c a l l y c l o s e , c h a r a c t e r i z e d r e l a t i v e (J o n e s e t a l .
2 0 1 1 a ) . T h e s e q u e n c e s a s s o c i a t e d w i t h a n t h r a c e n e d e g r a d a t i o n w e r e t h e r e f o r e r e f e r r e d t o
a s
'
a n t h r a c e n e g r o u p 1
'
(A G l ) . A l l p r e v i o u s S I P s t u d i e s o n t h e S a l i s b u r y s o i l w e r e
c o n d u c t e d o n u n t r e a t e d s o i l .
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I I I . M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
A . C h e m i c a l s a n d S o i l
A l l c h e m i c a l s a n d s o l v e n t s w e r e m o l e c u l a r b i o l o g y g r a d e o r h i g h - p r e s s u r e l i q u i d
c h r o m a t o g r a p h y (H PL C ) g r a d e e x c e p t f o r u n l a b e l e d (
' ^ C ) a n t hr a c e n e , w h i c h w a s
s c i n t i l l a t i o n g r a d e . [ l , 2 , 3 , 4 , 4 a , 9a -
' ' '
C ] a n t h r a c e n e w a s o b t a i n e d f r o m Si g m a - A l d r i c h (St
L o u i s
,
M O ) . P A H - c o n t a m i n a t e d s o i l w a s o b t a i n e d f r o m S a l i s b u r y , R o w a n C o u n t y , N o r t h
C a r o l i n a
,
f r o m th e s i t e o f a f o r m e r m a n u f a c t u r e d - g a s p l a n t a n d p r o c e s s e d a s p r e v i o u s l y
1 ^
d e s c r i b e d i n J o n e s e t a l . 2 0 1 l b . [U - C ] a n t hr a c e n e w a s s y n t h e s i z e d a s d e s c r i b e d
e l s e w h e r e (Z h a n g e t a l . 2 0 1 1 )
B . P r e l i m i n a r y E x p e r i m e n t s
1. A t t e m p t t o i s o l a t e
"
a n t h r a c e n e g r o u p 1
"
O n e g r a m w e t w e i g h t u n t r e a t e d s o i l w a s m i x e d w i t h 15 m g u n l a b e l e d a n t h r a c e n e
a n d 3 0 m L s im u l a t e d g r o u n d w a t e r am e n d e d w i th i n o r g a n i c n i t r o g e n a n d p h o s p h o r u s
c o n t a i n i n g 0 . 3 7 m M N H 4N O 3 , 0 . 0 8 m M K 2 H P O 4 , 0 . 7 m M C a C l 2 2 H 2 0 , 0 . 2 m M
M g S0 4 7 H 2 0 , 1 . 0 m M N a H C O s , 0 . 0 6 m M K C l , a n d 1 N H 2 SO 4 a n d i n c u b a t e d o n a
r o t a r y s h a k e r a t 2 2 5 r p m a n d 2 5
° C f o r 5 d a y s . Sa m p l e s f r o m t h a t e n r i c hm e n t w e r e
s e r i a l l y d i l u t e d o n t o p l a t e s o f m o di fi e d 2 16 L a g a r (c o n t a i n i n g p e r l i t e r o f s im u l a t e d
g r o u n dw a t e r , 1 g s o d i u m a c e t a t e ; 10 g t r y p t o n e ; 2 g y e a s t e x t r a c t ; 0 . 5 g s o d i u m c i t r a t e ;
1 . 5% a g a r ; p H 7 . 5 ) a n d R 2 A a g a r (N o e g e n , L a n s i n g , M I ) . P l a t e s w e r e i n c u b a t e d i n t h e
d a r k a t 3 7 ° C f o r 3 - 7 d a y s a n d w e r e r e m o v e d o n c e a m p l e c o l o n y fo r m a t i o n w a s v i s i b l e .
I s o l a t e d c o l o n i e s w e r e s c r e e n e d f o r t h e p r e s e n c e o f
"
a n t h r a c e n e g r o u p 1
"
u s i n g w h o l e -
c e l l t e m p l a t e P C R a n d s p e c i fi c p r im e r s d e v e l o p e d p r e v i o u s l y (J o n e s e t a l 2 0 1 l a ) T h e
2 0
P CR p r o g r a m f o r t h o s e p r im e r s c o n s i s t e d o f 15 m i n u t e s a t 9 4
° C , f o l l o w e d b y 2 5 c y c l e s




3 0 s e c o n d s a t 5 7 . 5 ° C
,
a n d 3 0 s e c o n d s a t 7 2 ° C
,
a n d e n d e d w i t h a
fi n a l d w e l l a t 7 2 ° C f o r 3 m i n u t e s P r o d u c t s w e r e e x a m i n e d u s i n g a 2 % a g a r o s e g e l A s a
p o s i t i v e c o n t r o l , a p l a s m i d c l o n e c o n t a i n i n g a 1 6 S r R N A g e n e f o r a m e m b e r o f A G l f r o m
t h e p r e v i o u s SI P e x p e r im e n t w i t h a n t h r a c e n e w a s u s e d
2 . " A n t h r a c e n e g r o u p 1
"
a n d p H m e a s u r e m e n t s i n b i o r e a c t o r -
t r e a t e d s o i l
T o q u a n t i f y t h e r e l a t i v e a b u n d a n c e o f g e n e s a s s o c i a t e d w i t h A G l i n
b i o s t im u l a t e d
,
u n t r e a t e d s o i l a s w e l l a s i n b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l
,
a n e x p e r i m e n t w a s
c o n d u c t e d m e a s u r i n g t h e c h a n g e i n t o t a l b a c t e r i a l 16 S r RN A g e n e s a n d A G l - s p e c i f i c 16 S
r R N A g e n e s o v e r a 1 14 h t im e p e r i o d . O n e g r a m d r y w e i gh t o f e i t h e r u n t r e a t e d s o i l o r
b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l w a s a d d e d i n t r i p l i c a t e t o 3 0 m L o f e i t h e r s im u l a t e d g r o u n d w a t e r
o r r e a c t o r b u f f e r ( 5 m M p h o s p h a t e , 5 m M N H 4N O 3 ) w i t h 12 . 5 m g a n t h r a c e n e . T h e
a b u n d a n c e o f t o t a l b a c t e r i a l a n d A G l - s p e c i f i c 16 S r RN A g e n e s w a s d e t e r m i n e d u s i n g
q u a n t i t a t i v e r e a l - t im e P C R (q P C R ) w i t h p r im e r s s p e c i f i c f o r e a c h o f t h o s e g r o u p s (J o n e s
e t a l . 2 0 1 l a ) o n t h e u n t r e a t e d s o i l w i t h s im u l a t e d g r o u n dw a t e r a t 0 h , a n d t h e b i o r e a c t o r -
t r e a t e d s o i l w i t h s i m u l a t e d g r o u n d w a t e r a t 0 h . q P C R w a s a l s o p e r f o r m e d o n e a c h s a m p l e
i n c u b a t e d i n e i t h e r s im u l a t e d g r o u n d w a t e r o r r e a c t o r b u f f e r a t 1 1 4 h T h e p H o f e a c h
s a m p l e w a s m o n i t o r e d (E x p a n d a b l e i o n A n a l y z e r E A 9 2 0 ; O r i o n R e s e a r c h , C a m b r i d g e ,
M A ) a t t im e p o i n t s 0 h , 2 0 h , 4 2 h , 9 5 h a n d 1 14 h .
2 1
3 . E f f e c t o f i n c u b a t i o n m e d i u m o n p H o f t h e b i o r e a c t e d - t r e a t e d
s o i l
T o t e s t i f n i t r i fi c a t i o n o f a m m o n i u m i n t h e m e d i u m u s e d i n i n c u b a t i o n s w i t h t h e
b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l a f f e c t e d th e p H o f t h e i n c u b a t i o n s (a s d e s c r i b e d i n t h e p r e v i o u s
s e c t i o n ) , 1 g dr y w e i g h t o f b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l w a s w a s h e d w i t h e i t h e r s im u l a t e d
g r o u n d w a t e r o r r e a c t o r b u f f e r fi v e t im e s b y c e n t r i f u g a t i o n a t 3 , 5 0 0 r p m f o r 7 5 m i n u t e s
e a c h a n d t h e s u p e r n a t a n t d e c a n t e d e a c h t im e . T h e w a s h e d s o i l w a s i n c u b a t e d a s d e s c r i b e d
a b o v e , a n d t h e p H w a s m e a s u r e d a t 0 h a n d 12 1 h . I n c u b a t i o n s w e r e c o n d u c t e d i n
t r i p l i c a t e .
4 . E f f e c t s o f a m m o n i u m n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n o n s l u r r y p H ,
m i n e r a l iz a t i o n
,
a n d a n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e
T o d e t e r m i n e t h e e f f e c t o f t h e a m m o n i u m n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n i n a m e n d e d
p h o s p h a t e b u f f e r o n p H o v e r t i m e , a n e x p e r im e n t o n t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l w a s
c o n du c t e d i n w h i c h t h e c o n c e n t r a t i o n o f p h o s p h a t e i n t h e r e a c t o r b u f f e r w a s m a i n t a i n e d
a t 5 m M a n d t h e a m m o n i u m n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n w a s r e d u c e d t o e i t h e r 2 5 m M o r 1 . 0
m M . T h e p H o f t h e i n c u b a t i o n s c o n t a i n i n g 2 . 5 m M a m m o n i u m n i t r a t e w a s m e a s u r e d a t 0
h , 2 9 h , 4 9 h , 6 5 h , 9 6 h , 1 17 h , a n d 3 0 6 h . T h e p H o f t h e i n c u b a t i o n s c o n t a i n i n g 1 . 0 m M












a n d 4 56 h .
T h e e f f e c t o f d i f f e r e n t a m m o n i u m n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n s w a s t e s t e d o n t h e
m i n e r a l i z a t i o n o f
' " ^
C - a n t h r a c e n e A d d it i o n a l l y , t h e d i s a p p e a r a n c e o f a n t h r a c e n e i n b o t h
u n t r e a t e d s o i l a n d b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l w a s d e t e r m i n e d u s i n g u n l a b e l e d a n t hr a c e n e . F o r
u n t r e a t e d s o i l
,
s i x s t e r i l e
,
12 5 - m L E r l e n m e y e r fl a s k s c o n t a i n i n g 1 g (d r y w e i g h t , 1 1 8 g
w e t w e i g h t ) o f u n t r e a t e d s o i l a n d 3 0 m L s im u l a t e d g r o u n d w a t e r w e r e p l a c e d i n a r o t a r y
2 2
s h a k e r a t 2 2 5 r p m a n d 2 5
° C f o r 4 8 h o u r s . A ft e r t h i s t im e p e r i o d , t h e f l a s k c o n t e n t s w e r e
t r a n s f e r r e d i n t o 5 0 - m L t u b e s f o r c e n t r i f u g a t i o n a t 3 , 5 0 0 r p m f o r 3 m i n u t e s . T h e s o i l
p e l l e t s w e r e r e s u s p e n d e d i n 3 0 m L s im u l a t e d g r o u n d w a t e r i n s t e r i l e 1 2 5 - m L E r l e n m e y e r
fl a s k s f o r t h e m i n e r a l i z a t i o n e x p e r i m e n t . F o r e a c h o f t h e s i x fl a s k s r e q u i r e d f o r t e s t i n g
m i n e r a l i z a t i o n o f a n t hr a c e n e b y b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l , 1 4 . 2 m L o f s l u r r y ( 1 g d r y
w e i g h t ) w a s c e n t r i f u g e d i n t h e s a m e m a n n e r a s t h e u n t r e a t e d s o i l a n d t h e s o i l p e l l e t
w a s h e d w i t h 3 0 m L r e a c t o r b u f f e r (p H 7 5 ) w i t h v a r y i n g a m m o n i u m n i t r a t e
c o n c e n t r a t i o n s (e i t h e r 5 m M , 2 . 5 m M , o r 1. 0 m M ). F o r a l l i n c u b a t i o n s , a s t o c k s o l u t i o n o f
u n l a b e l e d a n t h r a c e n e w a s c r e a t e d b y a d d i n g 0 . 0 1 2 5 g o f a n t hr a c e n e t o 2 0 m L
d i c h l o r o m e t h a n e (D C M ; fi n a l c o n c e n t r a t i o n 6 2 5 [ i g / m L ) . O n e m L o f t h e s t o c k s o l u t i o n
w a s a d d e d t o e a c h fl a s k p r i o r t o a d d i n g s o i l o r b u f f e r a n d t h e D C M w a s a l l o w e d t o
e v a p o r a t e . F o r m i n e r a l i z a t i o n a s s a y s , 5 |i L o f [ l , 2 , 3 , 4 , 4 a , 9 a -
^ ' ' C ] a n t h r a c e n e
(a p p r o x im a t e l y 5 7 , 0 0 0 d pm t o t a l ) w a s a d d e d t o t h e b o t t o m o f e a c h f l a s k p r i o r t o a d d i n g
s o i l o r b u f fe r . I n t h e fl a s k s c o n t a i n i n g C - a n t h r a c e n e , a 13 m m (d i a m e t e r ) x 10 0 mm
g l a s s t e s t t u b e c o n t a i n i n g a n a p p r o x im a t e l y 2 . 5 - c m s q u a r e p i e c e o f c h r o m a t o g r a p h y p a p e r
w i t h 6 0 [J L o f 2 N K O H w a s p l a c e d i n t o t h e fl a s k t o t r a p c a r b o n d i o x i d e . T h i s p a p e r w a s
r e m o v e d d a i l y a n d r e p l a c e d w i t h a n e w p i e c e o f c h r o m a t o g r a p h y p a p e r s p i k e d w i t h K O H .
R e m o v e d t r a p s w e r e p l a c e d i n a s c i n t i l l a t i o n v i a l a l o n g w i t h 5 m L s c i n t i l l a t i o n fl u i d a n d
t h e '
' ' C O 2 w a s q u a n t i fi e d u s i n g a Pa c k a r d T r i - C a r b 19 0 0 T R L i q u i d S c i n t i l l a t i o n
A n a l y z e r
S a m p l e s w i t h o u t
^ ' ^
C - a n t hr a c e n e w e r e u s e d t o d e t e r m i n e t h e c o n c e n t r a t i o n o f
a n t h r a c e n e i n t h e fl a s k s a t t h e s a m e t im e p o i n t s i d e n t i fi e d a b o v e . O n e m L w a s c o l l e c t e d
a t e a c h t i m e p o i n t f o r a l l s a m p l e s a n d p l a c e d i n a g l a s s , s c r e w
- c a p t e s t t u b e w i t h 3 m L
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e t h y l a c e t a t e . T h e s a m p l e s w e r e v o r t e x e d f o r 2 0 s e c o n d s a n d p l a c e d i n a r o t a r y s h a k e r a t
2 2 5 r p m a n d 2 5
° C f o r 24 h o u r s . A f t e r s h a k i n g , t h e s a m p l e s w e r e l e f t o n t h e b e n c h
- t o p f o r
1 5 m i n u t e s t o s e t t l e . T h e e t h y l a c e t a t e a t t h e t o p o f t h e s a m p l e s w a s r e m o v e d u s i n g a
g l a s s P a s t e u r p i p e t t e , p l a c e d i n a c r i m p t o p 2 - m L v i a l , a n d s t o r e d i n t h e r e f r i ge r a t o r . A ft e r
a l l s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d , t h e y w e r e fi l t e r e d u s i n g a 0 . 2 0 ^ m (p o r e s i z e ) n y l o n
m e m b r a n e fi l t e r . T e n ]x L o f t h e fi l t e r e d e t h y l a c e t a t e e x t r a c t w a s p l a c e d i n a n H P L C v i a l
w i t h 9 9 0 ^ L o f a c e t o n i t r i l e T h e s e s a m p l e s w e r e a n a l y z e d b y h i gh - p r e s s u r e l i q u i d
c hr o m a t o g r a p hy (H P L C) u s i n g a W a t e r s (M i l f o r d , M A ) 6 0 0 E s y s t e m c o n t r o l l e r , a W a t e r s
7 17 P l u s a u t o s a m p l e r , a P e r k i n E lm e r (B e a c o n s fi e l d , U n i t e d K i n g d o m ) L S4 0
fl u o r e s c e n c e d e t e c t o r a n d a Su p e l c o s i l
^ '^
L C - P A H c o l u m n w i t h 3 fj m p a r t i c l e s i z e
(S u p e l c o , B e l l e f o n t e , P A ) F i l t e r e d s a m p l e s w e r e a n a l y z e d a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y
(S i n g l e t o n e t a l . 2 0 0 8 ) .
C . S t a b l e - I s o t o p e P r o b i n g E x p e r i m e n t
E i g ht s t e r i l e , 1 2 5 - m L E r l e n m e y e r fl a s k s w e r e e q u a l l y d i v i d e d i n t o t w o g r o u p s a n d
s p i k e d w i t h 1 m L o f o n e o f t w o a n t hr a c e n e s t o c k s o l u t i o n s (o n e w i t h u n l a b e l e d
a n t h r a c e n e a n d t h e o t h e r w i t h [U -
' ' ^
C ] a n t h r a c e n e ) a t a c o n c e n t r a t i o n o f 6 2 5 |i g /m L i n
d i c h l o r o m e t h a n e (D C M ); t h e D C M w a s t h e n a l l o w e d t o e v a p o r a t e O n e g r a m d r y w e i g h t
o f b i o r e a c t o r s l u r r y w a s a d d e d t o t w o fl a s k s s p i k e d w i t h
' ^ C - a n t h r a c e n e a n d t w o fl a s k s
1 9
s p i k e d w i th u n l a b e l e d C - a n t h r a c e n e . A 3 0 - m L v o l u m e o f r e a c t o r b u f f e r (p H 7 . 5 )
c o n t a i n i n g 5 mM p h o s p h a t e a n d 2 . 5 m M a m m o n i u m n i t r a t e w a s a d d e d t o e a c h fl a s k .
Sim i l a r l y , 1 g r a m d r y w e i gh t o f u n t r e a t e d s o i l t h a t h a d b e e n p r e v i o u s l y m i x e d (m e t h o d
d e s c r i b e d a b o v e ) w i t h 3 0 m L s i m u l a t e d g r o u n d w a t e r w a s a d d e d t o t w o fl a s k s s p i k e d w i t h
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^ '
C - a n t h r a c e n e a n d t w o f l a s k s s p i k e d w i t h u n l a b e l e d
' ^ C - a n t h r a c e n e . T h e s e e i g ht f l a s k s
i n c u b a t e d o n a r o t a r y s h a k e r a t 2 2 5 r p m a n d 2 5
° C f o r 5 d a y s .
1 . D N A e x t r a c t i o n
,
m o l e c u l a r a n a l y s i s , a n d a n t h r a c e n e
d i s a p p e a r a n c e
T w o m L o f s o i l s l u r r y w e r e r e m o v e d f r o m f l a s k s c o n t a i n i n g u n l a b e l e d a n t h r a c e n e
a t 0 h , 2 4 h , 5 4 h , 7 6 h , a n d 9 9 h . O n e m L o f t h e s l u r r y w a s s t o r e d i n t h e f r e e z e r ( - 2 0
° C )
i n a 1 5 - m L E p p e n d o r f t u b e f o r l a t e r D N A e x t r a c t i o n a n d m o l e c u l a r a n a l y s i s a n d 1 m L
w a s p r o c e s s e d f o l l o w i n g t h e s a m e p r o c e d u r e f o r H P L C a n a l y s i s a s d e s c r i b e d a b o v e ,
e x c e p t t h e v o r t e x i n g t im e w a s c h t i n g e d f r o m 2 0 s e c o n d s t o 1 m i n u t e .
A t t h e e n d o f t h e fi v e - d a y S I P e x p e r im e n t , a l l o f t h e D N A w a s e x t r a c t e d f r o m th e
r e p l i c a t e b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l a n d u n t r e a t e d s o i l s a m p l e s u s i n g t h e F a s t D N A s p i n k it f o r
s o i l (M P B i o m e d i c a l s , So l o n , O H ) i n f o u r 2 5 0 - m g a l i q u o t s f o r e a c h o f t h e d u p l i c a t e
' '
C -
a n t hr a c e n e m i c r o c o s m s a n d f o u r 162 . 5 - m g a l i q u o t s f o r e a c h o f t h e d u p l i c a t e u n l a b e l e d
a n t hr a c e n e m i c r o c o s m s . T h e p u b l i s h e d k i t p r o t o c o l w a s m o d i fi e d b y a t t a c h i n g e a c h
a l i q u o t i n a h o r i z o n t a l f a s h i o n t o a b e n c h - t o p v o r t e x e r a n d r e p e a t i n g t h e p r o t o c o l o n t h e
s a m e a l i q u o t t o o b t a i n t w o D N A e x t r a c t s f o r m a x im u m D N A r e m o v a l (Jo n e s e t a l .
2 0 1 l a ) . T h e e x t r a c t e d D N A f r o m e a c h e x t r a c t i o n f o r e a c h s o i l a l i q u o t w a s s t o r e d i n 10 0
|i l T r i s - E D T A b u f f e r (T E ) b e f o r e f u r t h e r p r o c e s s i n g F o r a g i v e n i n c u b a t i o n fl a s k , D N A
f r o m t h e fi r s t e x t r a c t i o n o f t h e f o u r s o i l a l i q u o t s w a s c o m b i n e d (4 0 0 |j l t o t a l ) a n d D N A
f r o m t h e s e c o n d e x t r a c t i o n o f t h e f o u r s o i l a l i q u o t s w a s a l s o c o m b i n e d (a l s o 4 0 0 |i l t o t a l ) .
F o r u lt r a c e n t r i f u g a t i o n , 3 0 0 |i l o f D N A f r o m e a c h o f t h e tw o s u c c e s s i v e e x t r a c t i o n s p e r
s a m p l e w a s p o o l e d (6 0 0 \x l t o t a l ) , 2 ^ l E s c h e r i c h i a c o l t D N A (c o n c e n t r a t i o n 7 5 n g / |a l )
a n d 2 0 t^ l SY B R Sa f e (M a r t i n e a u e t a l 2 0 0 8 ) w e r e c o m b i n e d w i th a C s C l s o l u t i o n i n T E
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t o f o r m a f i n a l b u o y a n t d e n s i t y (p) o f 1. 7 2 g /m l i n a 6 - m l p o l y a l l o m e r U l t r a c r im p t u b e
(K e n dr o L a b o r a t o r y P r o d u c t s , N e w t o w n , C T ) . T h e s e t u b e s w e r e f i l l e d t o w i t h i n 1 0 m g o f
e a c h o t h e r
,
c r im p s e a l e d , a n d u l t r a c e n t r i f u g e d (R C 7 0 u l t r a c e n t r i f u g e ; So r v a l l , N e w t o n ,
C T ) a t 17 5 , 8 0 0 x g a n d 2 0
° C fo r 4 0 h o u r s i n a T V - 16 6 5 v e r t i c a l r o t o r (So r v a l l ) . T h e
u l t r a c e n t r i f u g e t u b e s w e r e e x a m i n e d f o r D N A p r e s e n c e w i t h a Sa f e I m a g e r b l u e l i gh t
t r a n s i l l u m i n a t o r (I n v i t r o g e n , C a r l s b a d , CA ) p r i o r t o f r a c t i o n a t i o n T h e u l t r a c e n t r i f u g e
t u b e s w e r e f r a c t i o n a t e d i n t o 2 4 f r a c t i o n s o f 2 5 0 [i l e a c h , a s d e s c r i b e d b y S i n g l e t o n e t a l .
(2 0 0 5) D N A w a s p u r i f i e d a n d r e c o v e r e d f r o m e a c h f r a c t i o n t h r o u g h e th a n o l p r e c i p i t a t i o n
a s d e s c r i b e d b y M a r t i n e a u e t a l . (2 0 0 8 ) a n d r e s u s p e n d e d i n 5 0 |i l o f T E .
2 . I d e n t i fi c a t i o n o f f r a c t i o n s c o n t a i n i n g
* ^
C - e n r i c h e d D N A
T o i d e n t i f y f r a c t i o n s c o n t a i n i n g C - e n r i c h e d D N A , P C R w a s p e r f o r m e d u s i n g
t w o d i f f e r e n t p r im e r s e t s T h e fi r s t w a s a g e n e r a l b a c t e r i a l p r i m e r s e t (3 4 1F - 5 17 R , fi n a l
c o n c e n t r a t i o n 1 5 fa M e a c h ) a n d w a s u s e d t o d e t e r m i n e t h e f r a c t i o n s w h e r e b a c t e r i a l D N A
w a s p r e s e n t . T h e P C R p r o g r a m f o r t h o s e p r im e r s c o n s i s t e d o f 1 5 m i n u t e s a t 94
° C
,
f o l l o w e d b y 2 5 c y c l e s o f 3 0 s e c o n d s a t 94
°
C , 3 0 s e c o n d s a t 6 0
° C , a n d 4 5 s e c o n d s a t
7 2 ° C , a n d e n d e d w i t h a fi n a l d w e l l a t 7 2
° C f o r 5 m i n u t e s . P C R p r o d u c t s f o r b a c t e r i a l 16 S
r R N A p r i m e r s w e r e e x a m i n e d o n a 2 % a g a r o s e g e l r u n fo r 1 h o u r a t 12 0 V T h e s e c o n d
p r im e r s e t (E c o l i ; fi n a l c o n c e n t r a t i o n 12 . 5 ja M e a c h ) w a s u s e d t o d e t e r m i n e t h e f r a c t i o n s
w h e r e s p i k e d , u n l a b e l e d E c o l i D N A w a s p r e s e n t . T h i s P C R p r o g r a m c o n s i s t e d o f 3
m i n u t e s a t 9 4 ° C
,
f o l l o w e d by 2 5 c y c l e s o f 4 5 s e c o n d s a t 9 4




1 . 5 m i n u t e s a t 7 2 ° C
,
a n d e n d e d w i t h a fi n a l d w e l l a t 7 2 ° C f o r 3 m i n u t e s . P C R p r o d u c t s
f r o m E . c o l i r e a c t i o n s w e r e e x a m i n e d o n a 1% a g a r o s e g e l r u n f o r 1 h o u r a t 1 2 0V
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F o r d e n a t u r i n g - g r a d i e n t g e l e l e c t r o p h o r e s i s (D G G E ) a n a l y s i s o f b a c t e r i a l d i v e r s i t y
i n e a c h f r a c t i o n
,
P C R w a s p e r f o r m e d u s i n g p r im e r s e t 3 4 1F G C - 5 17 R f o r f o u r f r a c t i o n s
p e r s a m p l e i d e n t i fi e d a s c o n t a i n i n g h e a v y D N A (b a c t e r i a l D N A p r e s e n t b u t n o E c o l i
a m p l i c o n d e t e c t e d ) a n d f o u r f r a c t i o n s p e r s a m p l e i d e n t i fi e d a s c o n t a i n i n g l i g h t D N A
(w h e r e b o t h b a c t e r i a l D N A a n d E c o l i D N A w e r e p r e s e n t ) . T h i s P C R p r o g r a m c o n s i s t e d
o f 5 m i n u t e s a t 94 ° C
,
f o l l o w e d b y 10 c y c l e s o f 1 m i n u t e a t 9 4
° C
,
1 m i n u t e a t 6 5 ° C
, a n d 3
m i n u t e s a t 7 2 ° C , f o l l o w e d b y 1 5 c y c l e s o f 1 m i n u t e a t 9 4
° C
,
1 m i n u t e a t 5 5 ° C
,
a n d 3
m i n u t e s a t 72 ° C a n d e n d e d w i t h a fi n a l d w e l l o f 72 ° C f o r 7 m i n u t e s . T h e s e P C R p r o d u c t s
w e r e r u n f o r 1 7 h o u r s a t 6 0 V a n d 60 ° C o n a 10 % p o l y a c r y l a m i d e g e l w i t h a l i n e a r
g r a d i e n t o f d e n a t u r a n t s (f o r m a m i d e a n d u r e a ) f r o m 3 5% t o 6 5% w i t h a n o n - d e n a t u r i n g
s t a c k i n g g e l o n a D C o d e s y s t e m (B i o - R a d L a b o r i t o r i e s , H e r c u l e s , C A ) .
D N A w a s q u a n t i f i e d i n e a c h c o l l e c t e d f r a c t i o n f r o m u l t r a c e n t r i f u g e t u b e s u s i n g a
N a n o D r o p N D - 3 3 0 0 fl u o r o s p e c t r o m e t e r w i t h t h e Qu a n t - i T P i c o G r e e n d s D N A A s s a y K i t
(I n v i t r o g e n , E u g e n e , O R ) .
3 . C l o n i n g o f 1 6 S r R N A g e n e s f r o m h e a v y D N A
O n c e f r a c t i o n s c o n t a i n i n g
' ^
C - e n r i c h e d D N A w e r e i d e n fi f i e d f o r a g i v e n s a m p l e ,
t h e y w e r e c o m b i n e d ( 1 |i l D N A fr o m a p o o l o f 2 \x \ o f D N A p e r h e a v y f r a c t i o n ) f o r 16 S
r R N A g e n e c l o n i n g a n d s e q u e n c i n g o f t h e c l o n e d g e n e s . T h e P C R f o r c l o n i n g w a s
p e r f o r m e d u s i n g u n i v e r s a l b a c t e r i a l s e t 8 F a n d 14 9 2 R (P C R p r o g r a m : 1 5 m i n u t e s a t
9 5 ° C
,




1 m i n u t e a t 5 0 ° C , a n d 3 m i n u t e s a t
7 2 ° C
,
e n d i n g w i t h a fi n a l d w e l l a t 7 2
° C f o r 15 m i n u t e s ) i n a fi n a l v o l u m e o f 5 0 |a l .
S e p a r a t e P C R r e a c t i o n s w e r e p e r f o r m e d f o r s a m p l e s f r o m t h e d u p l i c a t e i n c u b a t i o n s . PC R
p r o d u c t s w e r e e x a m i n e d o n a 1% a g a r o s e g e l w it h D N A s t a n d a r d ?oH i n d I I I t o v e r i f y t h e
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p r e s e n c e a n d q u a l i t y o f D N A . T h r e e |u L o f t h e p r o d u c t w a s c l o n e d u s in g a T A c l o n i n g k it
f o r s e q u e n c i n g (I n v i t r o g e n , C a r l s b a d , C A ) f o l l o w i n g t h e m a n u f a c t u r e r
'
s i n s t r u c t i o n s a n d
p l a t e d o n a n L B a g a r m e d i u m c o n t a i n i n g k a n a m y c i n A f t e r 2 4 h , 3 5 c o l o n i e s p e r s a m p l e
(7 0 c o l o n i e s t o t a l ) w e r e p i c k e d a n d i n o c u l a t e d i n t o 5 m L L B b r o t h (I n v i t r o g e n , C a r l s b a d ,
C A ) w i t h k a n a m y c i n . O f t h e s e c l o n e s , 2 4 f r o m e a c h s a m p l e (4 8 t o t a l ) w e r e s e q u e n c e d b y
Et o n B i o s c i e n c e s (R e s e a r c h T r i a n g l e P a r k , D u r h a m , N C) u s i n g p r im e r s M 13 F a n d
M 13R Se q u e n c e s w e r e m a n u a l l y t r imm e d a n d a s s e m b l e d u s i n g Se q u e n c h e r 5 . 0 . T h e
s e q u e n c e s w e r e a l i g n e d w i t h c l o s e r e l a t i v e s de t e r m i n e d b y B L A S T n a n d a n e i gh b o r -
j o i n i n g t r e e w a s c o n s t r u c t e d u s i n g C l u s t a l X 2 . T h e t r e e w a s b o o t s t r a p p e d 1 , 0 00 t im e s a n d
g a p s w e r e n o t c o n s i d e r e d .
4 . Q u a n t i f i c a t i o n o f i d e n t i f i e d b a c t e r i a
C l o n e d s e q u e n c e s f r o m
' ^ C - e n r i c h e d D N A fr a c t i o n s w e r e g r o u p e d i n t o
o p e r a t i o n a l t a x o n o m i c u n i t s (O T U s ) a t a c r i t e r i o n o f g r e a t e r t h a n 9 7 % s im i l a r i t y , a n d a
r e p r e s e n t a t i v e s e q u e n c e w a s i d e n t i fi e d f r o m e a c h O T U . R e p r e s e n t a t i v e s e q u e n c e s w e r e
i d e n t i f i e d b y a l i g n i n g a l l c l o n e s i n a d e fi n e d O T U , c l u s t e r i n g t h e m a n d r u n n i n g th e m
t hr o u g h t h e R i b o s o m a l D a t a b a s e P r o j e c t
'
s r e p r e s e n t a t i v e s e q u e n c e fu n c t i o n (C o l e e t a l .
2 0 0 9 ) . F i v e O T U s c o n t a i n i n g a t l e a s t 2 c l o n e s w e r e i d e n t i fi e d a s p o s s i b l e a n t hr a c e n e
d e g r a d e r s O n e O T U w a s p r e v i o u s l y i d e n t i fi e d a s
"
p y r e n e g r o u p 2
"
(P G 2 ) , f o r w h i c h
P C R p r im e r s h a v e a l r e a d y b e e n d e s i g n e d (S i n g l e t o n e t a l . 2 0 0 6 ) P r i m e r s s u i t a b l e f o r
q u a n t i t a t i v e r e a l - t i m e P C R (q P C R ) f o r t h e o t h e r O T U s w e r e d e v e l o p e d a n d t e s t e d a s
p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( Si n g l e t o n e t a l . 2 0 0 6 )
T o de t e r m i n e t h e o p t im a l a n n e a l i n g t e m p e r a t u r e o f d e v e l o p e d q P C R p r im e r p a i r s ,
r e p r e s e n t a t i v e c l o n e s w e r e l i n e a r i z e d u s i n g P s t I , p u r i fi e d w i t h a N u c l e o t i d e P u r i f i c a t i o n
2 8
K i t (Qi a g e n ) , a n d a c o n v e n t i o n a l P CR a s s a y u s i n g a t e m p e r a t u r e - g r a d i e n t w a s r u n . A
s t a n d a r d c u r v e f o r t h e q u a n t i f i c a t i o n o f e a c h r e p r e s e n t a t i v e s e q u e n c e w a s c r e a t e d b y
p e r f o r m i n g a s e r i a l d i l u t i o n o f t h e l i n e a r i z e d p l a s m i d t e m p l a t e i n w a t e r a n d r u r m i n g P C R
r e a c t i o n s o n a S m a r t C y c l e r (C e p h e i d ) m a c h i n e T h e c o n c e n t r a t i o n o f D N A i n t h e s e r i a l
d i l u t i o n s w a s m e a s u r e d u s i n g N a n o D r o p a s d e s c r i b e d a b o v e . T h e r
e
v a l u e f o r e a c h q P C R
s t a n d a r d c u r v e w a s > 0 . 9 9 5 .
Pr im e r s p e c i f i c it y w a s t e s t e d b y a s s e s s i n g c r o s s - a m p l i f i c a t i o n o f a g i v e n p r im e r
s e t t o t h e o t h e r p u t a t i v e a n t h r a c e n e - d e g r a d i n g O T U r e p r e s e n t a t i v e s e q u e n c e s b y q P C R I n
a dd i t i o n , g e n e a b u n d a n c e o f D N A s a m p l e s e x t r a c t e d f r o m s l u r r y s a m p l e s t a k e n o v e r t h e
c o u r s e o f t h e S I P i n c u b a t i o n w a s m e a s u r e d f o r a l l O T U s .
I V . R e s u l t s
A . P r e l i m i n a r y E x p e r i m e n t s
1 . S c r e e n i n g c o l o n i e s f o r
"
a n t h r a c e n e g r o u p 1
"
I n a n a t t e m p t t o i s o l a t e p r e v i o u s l y i d e n t i f i e d a n t h r a c e n e - d e g r a d i n g b a c t e r i a
k n o w n a s " a n t h r a c e n e g r o u p 1
"
(J o n e s e t a l . 2 0 1 l a ) , u n t r e a t e d s o i l s a m p l e s e n r i c h e d w i t h
a n t h r a c e n e i n s im u l a t e d g r o u n d w a t e r w a s s p r e a d o n a m o d i f i e d 2 16 L a n d R2 A a g a r
p l a t e s . A m o d i f i e d 2 16 L a g a r w a s u s e d (s im u l a t e d g r o u n d w a t e r r e p l a c e d s e a w a t e r )
b e c a u s e i t w a s u s e d t o c u lt i v a t e a m a r i n e A l t e r e r y t h o b a c t e r s t r a i n t h a t w a s c l o s e s t
i s o l a t e d r e l a t i v e t o A G l . O v e r 50 in d i v i d u a l c o l o n i e s w e r e s c r e e n e d b u t n o n e y i e l d e d
p o s i t i v e a m p l i c o n w h e n t e s t e d b y P C R u s i n g A G l - s p e c i f i c p r im e r s .
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2 . " A n t h r a c e n e g r o u p 1
"
a n d p H e f f e c t s i n b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l
T h e e f fe c t o f b i o s t im u l a t i o n o f u n t r e a t e d , P A H - c o n t a m i n a t e d s o i l a n d b i o r e a c t o r -
t r e a t e d s o i l f r o m a fo r m e r M G P s i t e i n S a l i s b u r y , N C o n t h e a b u n d a n c e o f 1 6 S r R N A
g e n e s a s s o c i a t e d w i t h t h e p r e v i o u s l y i d e n t i f i e d b a c t e r i a l
"
a n t hr a c e n e g r o u p 1
"
(A G l ) w a s
t e s t e d u s i n g t w o d i f f e r e n t b u f f e r s am e n d e d w i t h a n t hr a c e n e . Sim u l a t e d g r o u n d w a t e r
a m e n d e d w it h l o w c o n c e n t r a t i o n s o f n i t r o g e n (N ) a n d p h o s p h o r o u s (P ) w a s c o m p a r e d t o
r e a c t o r b u f f e r c o n t a i n i n g m u c h h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f N a n d P . A f t e r 1 1 4 h o f
i n c u b a t i o n
,
t h e t o t a l b a c t e r i a l 1 6 S r R N A g e n e q u a n t i t y v a r i e d b y l e s s t h a n a n o r d e r o f
m a g n i t u d e u n d e r a l l c o n d i t i o n s (F i g u r e 5 ) . I n c o n t r a s t , t h e a b u n d a n c e o f A G l 16 S r R N A
g e n e s c h a n g e d s i g n i f i c a n t l y d e p e n d i n g o n t h e s o i l s o u r c e a n d t h e b u f f e r (F i g u r e 6 ) . T h e
n u m b e r o f A G l 16 S r RN A g e n e s i n t h e u n t r e a t e d s o i l i n b o t h t h e s im u l a t e d g r o u n d w a t e r
a n d r e a c t o r b u f f e r i n c u b a t i o n s i n c r e a s e d a t l e a s t a n o r d e r o f m a g n i t u d e f o r b o t h b u f f e r s
a ft e r 1 14 h . I n c o n t r a s t
,
A G l 16 S r R N A g e n e s i n t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l d e c l i n e d b y
m o r e t h a n a n o r d e r o f m a gn i t u d e i n b o t h s im u l a t e d g r o u n d w a t e r a n d r e a c t o r b u f f e r ,
s u g g e s t in g t h a t A G l w a s l i k e l y n o t a d o m i n a n t a n t h r a c e n e d e g r a d e r i n t h e b i o r e a c t o r .
T h e p H o f t h e v a r i o u s i n c u b a t i o n s w a s m e a s u r e d o v e r t im e (d a t a s h o w n i n F i g u r e
5 a n dF i g u r e 6 ) . T h e p H o f i n c u b a t i o n s w i t h u n t r e a t e d s o i l i n b o t h s i m u l a t e d g r o u n d w a t e r
a n d r e a c t o r b u f f e r d e c l i n e d f r o m 8 0 6 a t 0 h t o 7 0 3 a n d 7 0 9 , r e s p e c t i v e l y , a t 1 14 h . T h e
b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l i n s im u l a t e d g r o u n d w a t e r h a d a n i n i t i a l p H o f 7 . 5 3 , w h i c h
d e c r e a s e d t o 7 . 0 2 a t 1 14 h , w h e r e a s i n t h e r e a c t o r b u f f e r , t h e p H d e c r e a s e d t o 5 . 3 7 a t 1 14
h . S u c h a d r o p i n p H h a s b e e n o b s e r v e d p r e v i o u s l y f o r t h e t r e a t m e n t o f t h e S a l i s b u r y
M G P s o i l i n t h e b i o r e a c t o r a s w e l l a s i n b a t c h i n c u b a t i o n s
,
s u c h a s t h o s e u t i l i z e d i n t h i s









S 7 . 5
CO
s im gH 2 0 ,
u n t r e a t e d
,
p H 8 . 0 6
s i m g H 2 0 ,
b i o r e a c t o r
t r e a t e d ,
p H 7 5 3
s im g H 2 0 ,
u n t r e a t e d
,
p H 7 0 3
s im g H 2 0 ,
b i o r e a c t o r
t r e a t e d ,
p H 7 0 2
r b u f f e r ,
u n t r e a t e d
,
p H 7 0 9
r b u f f e r ,
b i o r e a c t o r
t r e a t e d ,
p H 5 3 7
F i g u r e 5 : A b u n d a n c e o f b a c t e r i a l 16 S r R N A g e n e s w i t h d i f f e r e n t b u f f e r s a n d s o i l
s a m p l e s (u n t r e a t e d s o i l o r s l u r r y f r o m t h e b i o r e a c t o r ) a t 0 h (f i l l e d b a r s ) a n d 1 14 h (o p e n
b a r s ) , w i t h p H m e a s u r e m e n t s . S im g H 2 0 , s im u l a t e d g r o u n dw a t e r a m e n d e d w i t h N a n d P ;
r . b u f f e r
,
r e a c t o r bu f fe r . D a t a r e p r e s e n t m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t r i p l i c a t e
















s im g H 2 0 , s im g H 2 0 , s im g H 2 0 , s i m g H 2 0 , r b u f f e r , r b u f f e r ,
u n t r e a t e d , b i o r e a c t o r u n t r e a t e d , b i o r e a c t o r u n t r e a t e d , b i o r e a c t o r
p H 8 . 0 6 t r e a t e d , p H 7 0 3 t r e a t e d , p H 7 0 9 t r e a t e d ,
p H 7 5 3 p H 7 . 0 2 p H 5 3 7
F i g u r e 6 : A b u n d a n c e o f A G l 16 S r RN A g e n e s w i t h d i f f e r e n t b u f f e r s a n d s o i l s a m p l e s
(u n t r e a t e d s o i l o r s l u r r y f r o m t h e b i o r e a c t o r ) a t 0 h (fi l l e d b a r s ) a n d 1 14 h (o p e n b a r s ) ,
w i t h p H m e a s u r e m e n t s . Sim g H 2 0 , s i m u l a t e d g r o u n dw a t e r a m e n d e d w i t h N a n d P ;
r . b u f f e r , r e a c t o r b u f f e r D a t a r e p r e s e n t m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t r i p l i c a t e
i n c u b a t i o n s f o r e a c h c o n d i t i o n .
3 . E f f e c t o f i n c u b a t i o n m e d i u m o n p H o f t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d
s o i l
T o t e s t i f t h e i n c u b a t i o n m e d i u m h a d a n e f f e c t o n t h e p H o f t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d
s o i l , s a m p l e s w e r e w a s h e d fi v e t im e s i n e i t h e r s im u l a t e d g r o u n d w a t e r o r r e a c t o r b u f f e r ,
i n c u b a t e d
,
a n d t h e n b a c t e r i a l a n d A G l 16 S r R N A g e n e a b u n d a n c e w a s q u a n t i f i e d a n d t h e
p H m e a s u r e d . A ft e r w a s h i n g e a c h s a m p l e fi v e t i m e s i n a g i v e n b u f f e r , t h e a b u n d a n c e o f
b a c t e r i a l 16 S r R N A g e n e s a n d A G l 16 S r R N A g e n e s dr o p p e d s im i l a r l y r e g a r d l e s s o f t h e
b u f f e r (F i g u r e 7 a n d F i g u r e 8 ) . T h e c h a n g e i n p H , h o w e v e r , w a s d e p e n d e n t o n t h e b u f fe r
a n d w a s e v e n m o r e p r o n o u n c e d w h e n t h e r e a c t o r s l u r r y w a s w a s h e d w it h r e a c t o r b u f f e r ,
3 2
d r o p p i n g t o a p H o f 4 . 7 8 a t 12 1 h , t h a n w h e n w a s h e d o n l y o n c e (p H o f 5 3 7 a t 1 14 h ) a s




















s i m g H 2 0 ,
p H 7 8 5
s im g H 2 0 ,
p H 6 76
r b u f f e r
,
p H 6 9 5
r b u f f e r
,
p H 4 . 7 8
F i g u r e 7 : A b u n d a n c e o f b a c t e r i a l 16 S r RN A g e n e s f r o m b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l w i t h
d i f f e r e n t b u f f e r s a t 0 h (f i l l e d b a r s ) a n d 12 1 h (o p e n b a r s ) a ft e r w a s h i n g 5 t im e s , w i t h p H
m e a s u r e m e n t s . Sim g H 2 0 , s im u l a t e d g r o u n d w a t e r a m e n de d w i t h N a n d P ; r . b u f f e r , r e a c t o r
b u f fe r . D a t a r e p r e s e n t m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t r i p l i c a t e i n c u b a t i o n s f o r e a c h

















s i m g H 2 0 ,
p H 7 8 5
s im g H 2 0 ,
p H 6 7 6
r b u f f e r ,
p H 6 9 5
r b u f f e r ,
p H 4 7 8
F i g u r e 8 : A b u n d a n c e o f A G l 16 S r R N A g e n e s f r o m b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l w i t h d i f f e r e n t
b u f f e r s a t 0 h (fi l l e d b a r s ) a n d 12 1 h (o p e n b a r s ) a f t e r w a s h i n g 5 t im e s , w i t h p H
m e a s u r e m e n t s . S im gH 2 0 , s im u l a t e d g r o u n d w a t e r a m e n d e d w i t h N a n d P ; r b u f f e r , r e a c t o r
b u f f e r D a t a r e p r e s e n t m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t r i p l i c a t e i n c u b a t i o n s f o r e a c h
c o n d i t i o n .
4 . E f f e c t s o f a m m o n i u m n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n o n s l u r r y p H ,
m i n e r a l i z a t i o n
,
a n d a n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e
T h e r e s u l t s r e p o r t e d a b o v e i n d i c a t e d t h a t t h e r e a c t o r b u f f e r u s e d w a s l i k e l y
c a u s i n g t h e p H d r o p o b s e r v e d d u r i n g i n c u b a t i o n s w i t h b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l O n t h e
a s s u m p t i o n t h a t n i t r i f i c a t i o n w a s l e a d i n g t o d e c r e a s e d p H , t h e e f f e c t s o f v a r y i n g
a m m o n i u m n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n s ( 1 m M , 2 . 5 m M , a n d 5 . 0 m M ) o n p H ,
' " ^
C - a n t h r a c e n e
m i n e r a l i z a t i o n r a t e s
,
a n d a n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e w a s m e a s u r e d . R e s u l t s f o r p H a r e
s h o w n i n F i gu r e 9 .
3 4
Wh e n w a s h e d o n e t im e w i t h p h o s p h a t e b u f f e r c o n t a i n i n g 5 m M a m m o n i u m
n i t r a t e , t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l h a d a p H o f 7 . 0 3 ± 0 . 0 2 a t 0 h , b u t a ft e r 1 14 h o f
i n c u b a t i o n
,
t h e p H d e c r e a s e d t o 5 . 3 7 ± 0 . 1 . I n c o n t r a s t , i n c u b a t i o n s f o r 1 1 7 h w i t h e i t h e r
1 m M o r 2 . 5 m M a m m o n i u m n i t r a t e d i d n o t l e a d t o a s u b s t a n t i a l c h a n g e i n p H (F i g u r e 9 )
N H 4N O 3 c o n c e n t r a t i o n
- • - l O m M
- 0 - 2 5 m M
- n - 5 0 m M
h o u r s
F i g u r e 9 : p H m e a s u r e m e n t s o v e r t im e f o r i n c u b a t i o n s o f r e a c t o r s l u r r y i n 5 m M
p h o s p h a t e b u f f e r c o n t a i n i n g d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f a m m o n i u m n it r a t e .
I n c u b a t i o n s w i t h t h e r e a c t o r b u f f e r c o n t a i n i n g t h e o r i g i n a l 5 . 0 m M a m m o n i u m
n i t r a t e r e s u l t e d i n 3 0 . 5% o f t h e a d de d '
' *C - a n t h r a c e n e b e i n g m i n e r a l i z e d a ft e r 1 14 h
(F i g u r e 1 0 ) . T h i s c o m p a r e s w i t h 2 2 . 9% o f t h e a d d e d
^ "^
C - a n t h r a c e n e b e i n g m i n e r a l i z e d i n
1 17 h w h e n 2 . 5 m M a m m o n i u m n it r a t e w a s u s e d a n d 2 . 2% o f t h e a d d e d
' ' *
C - a n t h r a c e n e





tr e a t e d s o i l (5 0 m M )
— ♦ — t r e a t e d s o i l (2 5 m M )
^ I r - t r e a t e d s o i l ( 1 0 m M )
—® - u n t r e a t e d s o i l
2 0 0 3 0 0
h o u r s
50 0
14 /
F i g u r e 1 0 : C u m u l a t i v e C O 2 r e c o v e r e d f r o m i n c u b a t i o n s o f b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l w i t h
[ 14 C ] a n t h r a c e n e i n 5 m M p h o s p h a t e b u f f e r c o n t a i n i n g d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f
a m m o n i u m n i t r a t e ; N H 4N O 3 c o n c e n t r a t i o n i s s h o w n i n p a r e n t h e s e s i n t h e l e g e n d . R e s u lt s
f r o m i n c u b a t i o n s o f u n t r e a t e d s o i l w i t h s im u l a t e d g r o u n d w a t e r a m e n d e d w i t h N a n d P a r e
s h o w n f o r c o m p a r i s o n
T h e c o n c e n t r a t i o n o f u n l a b e l e d a n t h r a c e n e i n fl a s k s i n c u b a t e d i n t a n de m w i t h t h e
m i n e r a l i z a t i o n e x p e r im e n t w a s d e t e r m i n e d b y H P L C a n a l y s i s . T h e n o m i n a l i n i t i a l
c o n c e n t r a t i o n o f a n t hr a c e n e i n t h e fl a s k s w a s 6 2 5 i^ g , o r 2 1 \x g / m L T h e a m o u n t o f
a m m o n i u m n i t r a t e a d d e d t o t h e p h o s p h a t e b u f f e r d i d n o t a p p e a r t o i n fl u e n c e a n t h r a c e n e























t r e a t e d s o i l (5 . 0 m M )
— ♦ — t r e a t e d s o i l (2 5 m M )
A t r e a t e d s o i l ( 1 0 m M )
—0 — u n t r e a t e d s o i l
2 0 0 3 0 0
h o u r s
F i g u r e 1 1 : A n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e o v e r t im e w i t h b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l i n c u b a t e d i n
5 m M p h o s p h a t e b u f f e r a t d i f f e r e n t a m m o n i u m n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n s R e s u l t s f r o m
i n c u b a t i o n s o f u n t r e a t e d s o i l i n s im u l a t e d g r o u n d w a t e r a m e n d e d w i t h N a n d P a r e s h o w n
f o r c o m p a r i s o n
14 ,
U s i n g i n f o r m a t i o n f r o m p H m e a s u r e m e n t s , C
- a n t hr a c e n e m i n e r a l i z a t i o n r a t e s ,
a n d a n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e i t w a s c o n c l u d e d t h a t t h e S IP e x p e r im e n t w i t h
' ^
C -
a n t hr a c e n e w o u l d b e p e r f o r m e d w i t h p h o s p h a t e b u f fe r c o n t a i n i n g 2 . 5 m M a m m o n i u m
n i t r a t e B a s e d o n t h e m i n e r a l i z a t i o n a n d a n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e e x p e r im e n t s , a n
i n c u b a t i o n p e r i o d o f fi v e d a y s ( 12 4 h o u r s ) w a s s e l e c t e d f o r S I P i n c u b a t i o n s .
B . S t a b l e - I s o t o p e P r o b i n g E x p e r i m e n t
1 . A n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e
D u p l i c a t e f l a s k s c o n t a i n i n g b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l o r u n t r e a t e d s o i l w e r e
i n c u b a t e d i n p h o s p h a t e b u f f e r c o n t a i n i n g 2 . 5 m M a m m o n i u m n i t r a t e o r s im u l a t e d
3 7
g r o u n d w a t e r , r e s p e c t i v e l y , a n d 6 2 5 |J g o f e i t h e r u n l a b e l e d a n t h r a c e n e o r
' C - a n t h r a c e n e
f o r S I P . T h e c o n c e n t r a t i o n o f u n l a b e l e d a n t h r a c e n e w a s m e a s u r e d o v e r t h e f i v e d a y s o f
t h e i n c u b a t i o n . U n l i k e p r i o r t e s t s , w h i c h i n d i c a t e d 6 5 % a n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e i n 9 6 h
u s i n g b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l w i t h 2 . 5 m M a m m o n i u m n i t r a t e p h o s p h a t e b u f f e r (F i g u r e
1 1) , o n l y 15% o f t h e a n t h r a c e n e d i s a p p e a r e d a ft e r 9 9 h i n t h e S IP s t u d y (F i g u r e 1 2 ) . F o r
u n t r e a t e d s o i l w i t h s i m u l a t e d g r o u n d w a t e r , a n t h r a c e n e r e m o v a l w a s 7 2% a ft e r 9 1 h i n t h e
p r e l im i n a r y e x p e r i m e n t (F i g u r e 1 1 ) b u t o n l y 5 2 % i n t h e S IP e x p e r im e n t a ft e r 9 9 h
(F i g u r e 1 2 ) . D e s p i t e t h e d i s a p p e a r a n c e i n a n t h r a c e n e c o n c e n t r a t i o n s b e t w e e n p r e l im i n a r y



















2 4 5 4 7 6
h o u r s
9 9
U S a m p le 1
—♦ — Sa m p l e 2
—0 — Sa m p le 1
—
j !V - Sa m p le 2
F i g u r e 12 : A n th r a c e n e d i s a p p e a r a n c e o v e r t im e i n t h e S I P e x p e r i m e n t f o r d u p l i c a t e
i n c u b a t i o n s o f b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l a n d p h o s p h a t e b u f f e r c o n t a i n i n g 2 . 5 m M
a m m o n i u m n i t r a t e (fi l le d s y m b o l s ) o r u n t r e a t e d s o i l i n c u b a t e d i n s i m u l a t e d g r o u n d w a t e r
a m e n d e d w i t h N a n d P (o p e n s y m b o l s ) .
3 8
1 ^
2 . I d e n t i fl c a t i o n o f f r a c t i o n s c o n t a i n i n g C - e n r i c h e d D N A
A ft e r u l t r a c e n t r i f u g a t i o n o f t h e D N A f r o m t h e u n t r e a t e d s o i l i n i n c u b a t i o n s w i t h
I T I T
C - a n t hr a c e n e , t h e r e w a s n o e v i de n c e o f C - e n r i c h e d D N A e i t h e r t h r o u gh v i s u a l
e x a m i n a t i o n o f t h e u l t r a c e n t r i f u g a t i o n t u b e s o r du r i n g P C R a n a l y s e s o f c o l l e c t e d
f r a c t i o n s T h e u n t r e a t e d s o i l w a s t h e r e f o r e e x c l u d e d f r o m a d d i t i o n a l a n a l y s i s i n t h i s
s t u d y
A ft e r D N A e x t r a c t e d f r o m t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l (s l u r r y ) i n c u b a t e d i n t h e
p r e s e n c e o f
'
C - l a b e l e d a n t h r a c e n e w a s s e p a r a t e d b y u l t r a c e n t r i f u g a t i o n a n d f r a c t i o n e d , a
n u m b e r o f s t e p s w e r e t a k e n t o i d e n t i f y f r a c t i o n s c o n t a i n i n g C - e n r i c h e d D N A . T h e s e
i n c l u d e d D N A q u a n t i f i c a t i o n , s c r e e n i n g f o r s p i k e d E c o l i D N A (w h i c h w a s u n l a b e l e d ) ,
a n d D G G E a n a l y s i s o f t h e p u r i f i e d f r a c t i o n s . I n c u b a t i o n s c o n t a i n i n g [U C ] - l a b e l e d
a n t h r a c e n e p r o d u c e d a p o s i t i v e p r o d u c t f o r 16 S r R N A g e n e s v i a c o n v e n t i o n a l P C R i n
f r a c t i o n s w h e r e n o p r o du c t s a p p e a r e d i n e q u i v a l e n t f r a c t i o n s o bt a i n e d f r o m i n c u b a t i o n s
w i t h u n l a b e l e d a n t h r a c e n e ; t h e s e w e r e , t h e r e f o r e , i d e n t i f i e d a s t h e h e a v y f r a c t i o n s . T h e
a d d i t i o n o f E c o l i D N A p r i o r t o u l t r a c e n t r i f u g a t i o n a l l o w e d f o r a n o r m a l i z a t i o n o f t h e
l i g h t a n d h e a v y f r a c t i o n l o c a t i o n s f o r s a m p l e s f r o m b o t h t h e l a b e l e d a n d u n l a b e l e d
a n t h r a c e n e i n c u b a t i o n s . B a s e d o n t h e l o w e s t (i . e . , h i g h e s t d e n s i t y ) f r a c t i o n c o n t a i n i n g
P C R - a m p l i f i a b l e E c o l i 1 6 S r RN A g e n e s , f r a c t i o n s 7 - 1 0 o f t h e i n c u b a t i o n s d e r i v e d f r o m
[U
' ^ C ] - l a b e l e d a n t h r a c e n e w e r e i d e n t i f i e d a s
' h e a v y
' w h i l e f r a c t i o n s l o w e r t h a n 1 1 w e r e
c o n s i d e r e d ' h e a v y
' f o r i n c u b a t i o n s w i t h u n l a b e l e d a n t hr a c e n e (F i g u r e 13 a n d F i g u r e 14 ) .
D G G E w a s u s e d t o c o n f i r m h e a v y a n d l i g h t f r a c t i o n s e p a r a t i o n .
D N A q u a n t i f i c a t i o n w a s p e r f o r m e d o n b o t h t h e l a b e l e d a n d u n l a b e l e d a n t h r a c e n e
i n c u b a t i o n s . T h e a m o u n t o f D N A e x t r a c t e d w a s v a r i a b l e b e t w e e n d u p l i c a t e s a m p l e s ,
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p a r t i c u l a r l y fo r t h e i n c u b a t i o n s w i t h u n l a b e l e d a n t h r a c e n e (F i g u r e 1 6 ) T h e p r e s e n c e o f
D N A i n t h e
' h e a v y
' f r a c t i o n s f r o m e a c h s a m p l e i s s h o w n m o r e c l e a r l y i n (F i g u r e 17 ) .
S a m p l e 2 f r o m t h e
' ^
C e x t r a c t i o n , h o w e v e r , h a d m o r e D N A i n t h e
' h e a v y
' f r a c t i o n s ,
w h e r e D N A w a s n o t e x p e c t e d , t h a n d i d s a m p l e 1 T h i s c o u l d h a v e b e e n c a u s e d b y t h e
g r e a t e r a m o u n t o f D N A i n s a m p l e 2 t h a n i n s a m p l e 1 f r o m t h e i n c u b a t i o n s w i t h u n l a b e l e d
a n t h r a c e n e , a n d n o t b e c a u s e o f a n a c t u a l i n c r e a s e i n D N A d e n s i t y i n s a m p l e 2 .
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F i g u r e 1 3 : G e n e r a l b a c t e r i a l 16 S r R N A g e n e P C R a n a l y s e s o f c o l l e c t e d f r a c t i o n s . A :
' ^
C
s l u r r y s a m p l e 1, f r a c t i o n s 4 - 15 ; B :
' ^
C s l u r r y s a m p l e 2 , f r a c t i o n s 4 - 15 ; C :
^^
C s l u r r y
s a m p l e 1, f r a c t i o n s 4 - 15 ; D : C s l u r r y s a m p l e 2 , f r a c t i o n s 4 - 15 . I n a l l c a s e s , f r a c t i o n s a r e
n u m b e r e d f r o m t h e b o t t o m o f t h e u l t r a c e n t r i f u g e t u b e s ( f r a c t i o n 1 ) t o t h e t o p o f t h e t u b e s
(f r a c t i o n 1 5) .
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F i g u r e 14 : PC R p r o d u c t s f r o m r e a c t i o n s w i t h £ c o / /
- s p e c i fi c p r im e r s . A : C s l u r r y
s a m p l e 1 , f r a c t i o n s 1 1- 2 0 ; B :
' ^ C s l u r r y s a m p l e 2 , f r a c t i o n s 9
- 16 ; C :
' ^
C s l u r r y s a m p l e
1
,
f r a c t i o n s 9 - 16 ; D :
' ^ C s l u r r y s a m p l e 2 , f r a c t i o n s 9 - 16 . I n a l l c a s e s , fr a c t i o n s a r e
n u m b e r e d f r o m t h e b o t t o m o f t h e u l t r a c e n t r i f u g e t u b e s (f r a c t i o n 1) t o t h e t o p o f t h e
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F i g u r e 15 : D G G E o f
' l i g h t
'
a n d ' h e a v y
' f r a c t i o n s o f C s l u r r y , s a m p l e s 1 a n d 2 , a n d C
s l u r r y s a m p l e 1 s h o w i n g E c o l i 16 S r R N A g e n e s b a n d i n
' l i g h t
'
f r a c t i o n s .
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—■ — Sa m p le 1
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—D — Sa m p l e 1
—O - S a m p l e 2
4 5 6 7 8 9 10 I I 12 13 14
R e l a t i v e F r a c t i o n N u m b e r
F i g u r e 1 6 : Qu a n t i f i c a t i o n o f D N A f r o m tw o c o n s e c u t i v e e x t r a c t i o n s f r o m i n c u b a t i o n s
w i t h C - a n t hr a c e n e (fi l l e d s y m b o l s ) , a n d u n l a b e l e d a n t h r a c e n e (o p e n s y m b o l s ) R e l a t i v e
f r a c t i o n s 2 t hr o u g h 5 w e r e c o n s i d e r e d t o c o n t a i n
' h e a v y
' D N A
S a m p l e 1
S a m p l e 2
S a m p l e 1
S a m p l e 2
3 4
R e l a t i v e F r a c t i o n N u m b e r
F i g u r e 1 7 : Q u a n t i f i c a t i o n o f D N A f r o m t w o c o n s e c u t i v e e x t r a c t i o n s f r o m i n c u b a t i o n s
w i t h C - a n t h r a c e n e (fi l l e d s y m b o l s ) , a n d u n l a b e l e d a n t h r a c e n e (o p e n s y m b o l s ) f o r
r e l a t i v e f r a c t i o n s 1 - 5 o n l y . R e l a t i v e f r a c t i o n s 2 th r o u g h 5 w e r e c o n s i d e r e d t o c o n t a i n
' h e a v y
'
D N A .
4 4
3 . P h y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f c l o n e d 1 6 S r R N A g e n e s f r o m
^^ C -
e n r i c h e d f r a c t i o n s
' ^
C - E n r i c h e d D N A fr o m h e a v y f r a c t i o n s w a s u s e d t o c r e a t e a 1 6 S r R N A g e n e
c l o n e l i b r a r y t o t a l i n g 4 8 c l o n e s T h e s e q u e n c e s w e r e m a n u a l l y t r i m m e d a n d a s s e m b l e d
u s i n g S e q u e n c h e r 5 . 0 . O n l y 4 3 c l o n e s p o s s e s s e d s e q u e n c e s o f s u f f i c i e n t q u a l i t y o r l e n g th
t o b e r e t a in e d f o r f u r t h e r a n a l y s i s T h e c l o s e r e l a t i v e s o f t h o s e s e q u e n c e s w e r e d e t e r m i n e d
b y B L A ST n a n d a n e i g h b o r - j o i n i n g t r e e w a s c o n s t r u c t e d u s i n g C l u s t a l X 2 (F i g u r e 18 ) .
T h e c o m b i n i n g o f s e q u e n c e s i n t o O T U s b a s e d o n 9 7 % s i m i l a r i t y p r o du c e d f i v e O T U s
c o n t a i n i n g t w o o r m o r e c l o n e s a n d fi v e s i n g l e t o n s e q u e n c e s . Si n g l e t o n s e q u e n c e s w e r e
n o t i n c l u d e d i n f u r t h e r a n a l y s i s . T h e fi v e O T U s c o n t a i n i n g t w o o r m o r e c l o n e s w e r e
d e s i g n a t e d a s O T U - 4 1 (6 c l o n e s ) , O T U - 1 1 (2 0 c l o n e s ) , O T U - 12 (7 c l o n e s ) , O T U - 19 (3
c l o n e s ) , a n d O T U - 6 (2 c l o n e s ) b a s e d o n t h e n a m e o f t h e i r r e p r e s e n t a t i v e s e q u e n c e . O T U -
4 1 w a s v e r y c l o s e l y r e l a t e d t o s e q u e n c e s f r o m t h e p r e v i o u s l y d e s c r i b e d P G 2 c l a d e (s o i l
c l o n e P Y R l Od l 1 i n F i g u r e 1 8), a n d t h e r e f o r e i s r e f e r r e d t o a s P G 2 i n s u b s e q u e n t
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H yda x a r h o n - c o n t a m i n a ie d s o i l s u l l u r ^ x idi / i n e s y m b i o n t c lo n e C M PA 5 (A M 936034 )
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F i g u r e 1 8 : P h y l o g e n e t i c t r e e o f p a r t i a l 16 8 r RN A g e n e s e q u e n c e s o f S I P- i d e n t i f i e d
a n t h r a c e n e - d e g r a d i n g b a c t e r i a . C l o s e d a n d o p e n c i r c l e s a t n o d e s i n d i c a t e > 5 0% a n d >
9 5% b o o t s t r a p s u p p o r t , r e s p e c t i v e l y .
4 6
4 . Q u a n t i f i c a t i o n o f i d e n t i f i e d b a c t e r i a
T o m e a s u r e t h e a b u n d a n c e o f t h e i d e n t i f i e d O T U s i n h e a v y D N A , p r im e r s w e r e
d e v e l o p e d f o r qP C R t a r g e t i n g e a c h o f t h e fi v e O T U s s e p a r a t e l y (T a b l e 1 ) . T h e s e p r im e r s
w e r e u s e d t o m e a s u r e a b u n d a n c e a t t h e e n d o f t h e S I P i n c u b a t i o n a s w e l l a s g r o w t h o v e r
t h e c o u r s e o f t h e S I P i n c u b a t i o n .
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5 , Mhi m h (a i e x
12 \ ^ , Rkm h io c e a e
6 70 ) 16 17 , B r a d i r i i i z « b i u m
G ro u p 6
2 c lm t s
0 T U 6 F
O T i :<t R
A A C A A C T G A Ci CX i A A A C t l C A
I T G GT G A G C C A T T .^ C C T C
i B S7 . S th t * st u dy ( H I! I m i k B md vr h i z it h im m e
- 1^
o o
T a b l e 1 : q P C R p r im e r s d e s i g n e d a n d u s e d i n t h i s s t u d y
a ) P G 2
P r im e r s p r e v i o u s l y d e v e l o p e d (Jo n e s e t a l . 2 0 l i b ) f o r q u a n t i f y i n g 16 S r R N A
g e n e s a s s o c i a t e d w i t h o r g a n i s m s de s i g n a t e d
"
p y r e n e g r o u p 2
"
(P G 2) w e r e u s e d t o
e x a m i n e t h e d i s t r i b u t i o n o f g e n e s f r o m t h e s e o r g a n i s m s a m o n g f r a c t i o n s c o n t a i n i n g
d e t e c t a b l e D N A , i n c l u d i n g th o s e i d e n t i f i e d a s
' h e a v y
'
a c c o r d i n g t o p r e v i o u s
d e t e r m i n a t i o n s T h e m a j o r i t y o f t h e g e n e s a s s o c i a t e d w i t h P G 2 w e r e n o t f o u n d i n t h e
h e a v y f r a c t i o n s o f t h e s a m p l e f r o m i n c u b a t i o n s w i t h
' ^
C - a n t h r a c e n e (F i g vi r e 19 ) a n d
t h e r e f o r e w a s n o t c o n s i d e r e d a n a n t h r a c e n e d e g r a d e r u n d e r t h e c o n d i t i o n s t e s t e d . T h e
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R e l a t i v e F r a c t io n N u m b e r
F i g u r e 19 : D i s t r i b u t i o n o f P G 2 16 S r R N A g e n e s i n p r e v i o u s l y i d e n t i f i e d
' h e a v y
'
a n d
' l i g h t
'
r e l a t i v e f r a c t i o n s f r o m i n c u b a t i o n s w i t h
^ ^ C - a n t h r a c e n e (fi l l e d s y m b o l s ) , a n d
u n l a b e l e d a n t h r a c e n e (o p e n s y m b o l s ) . P o i n t s r e p r e s e n t t h e p e r c e n t a g e o f g e n e s f r o m t h a t
O T U p r e s e n t i n e a c h f r a c t i o n a s a p e r c e n t a g e o f t h e t o t a l g e n e s d e t e r m i n e d f o r a l l
d i s p l a y e d f r a c t i o n s . R e l a t i v e f r a c t i o n s 2 t h r o u g h 5 w e r e c o n s i d e r e d t o c o n t a i n
' h e a v y
'
D N A .
4 9
b) O T U - 1 1
M e m b e r s o f O T U - 1 1 w e r e m o s t c l o s e l y r e l a t e d t o A l t e r e r y t h r o b a c t e r a n d c l o n e s
a s s o c i a t e d w i t h t h i s O T U r e p r e s e n t e d 2 0 o u t o f 4 3 c l o n e s i n t h e l i b r a r i e s c o n s t r u c t e d f r o m
D N A r e c o v e r e d f r o m h e a v y f r a c t i o n s . T h e c l a s s i f i e r f u n c t i o n o n t h e R i b o s o m a l D a t a b a s e
Pr o j e c t (R D P - I I ) i d e n t i f i e d O T U - 1 1 , w i t h a n 8 0% c o n f i d e n c e t h r e s h o l d , t o b e 10 0%
w i t h i n t h e Sp h i n g o m o n a d a l e s f a m i l y a n d 8 1% w i th i n t h e g Q xm s A l t e r e r y t h r o b a c t e r .
B a s e d o n c o n v e n t i o n a l P C R w i t h a l i n e a r i z e d p l a s m i d h a r b o r i n g t h e
r e p r e s e n t a t i v e 16 S r R N A g e n e o f t h e O T U , i t w a s d e t e r m i n e d t h a t t h e o p t im u m a n n e a l i n g
t e m p e r a t u r e f o r t h e P C R p r im e r s d e v e l o p e d t o q u a n t i f y O T U - 1 1 w a s 5 6
° C (F i g u r e 2 0 ) . A
q P C R s c r e e n o f a r a n g e o f f r a c t i o n s c o n c l u d e d th a t a s i g n i f i c a n t p e r c e n t a g e o f 16 S r RN A
g e n e s a s s o c i a t e d w i t h O T U - 1 1 (5 7 % ) a p p e a r e d i n t h e h e a v y f r a c t i o n s o f s a m p l e s f r o m
i n c u b a t i o n s w i t h C - a n t h r a c e n e (F i g u r e 2 1) , w h e r e a s O T U - 1 1 s e q u e n c e s w e r e n o t
d e t e c t e d i n t h e r e l a t i v e h e a v y f r a c t i o n s o f t h e s a m p l e s f r o m i n c u b a t i o n s w i t h u n l a b e l e d
a n t h r a c e n e .
T h e d i s t r i b u t i o n o f g e n e s f r o m O T U - 1 1 i n f r a c t i o n s d e r i v e d f r o m u n l a b e l e d
a n t h r a c e n e i n c u b a t i o n s w a s r e s t r i c t e d p r im a r i l y t o f r a c t i o n s a s s o c i a t e d w i t h u n e n r i c h e d
D N A . T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t m e m b e r s o f O T U - 1 1 l i k e l y i n c o r p o r a t e d
' ^
C f r o m
a n t h r a c e n e o r a m e t a b o l i t e o f a n t h r a c e n e d e g r a d a t i o n .
5 0
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> S a m p l e 1
— • — S a m p l e 2
—D — Sa m p l e 1
—O - S a m p le 2
2 3 4 5 6 7 8 9
R e l a t i v e F r a c t i o n N u m b e r
10 1 1 12
F i g u r e 2 1 : D i s t r i b u t i o n o f O T U
- 1 1 16 S r R N A g e n e s i n p r e v i o u s l y i d e n t i f i e d
' h e a v y
'
a n d
' l i g h t
'
r e l a t i v e f r a c t i o n s f r o m i n c u b a t i o n s w i t h
^^ C - a n t h r a c e n e (f i l l e d s y m b o l s ) , a n d
u n l a b e l e d a n t hr a c e n e (o p e n s y m b o l s ) . P o i n t s r e p r e s e n t t h e p e r c e n t a g e o f g e n e s f r o m t h a t
O T U p r e s e n t i n e a c h f r a c t i o n a s a p e r c e n t a g e o f t h e t o t a l g e n e s d e t e r m i n e d f o r a l l
d i s p l a y e d f r a c t i o n s R e l a t i v e f r a c t i o n s 2 t h r o u g h 5 w e r e c o n s i d e r e d t o c o n t a i n
'
h e a v y
'
D N A .
5 1
c) O T U - 1 2
M e m b e r s o f O T U - 1 2 w e r e i d e n t i f i e d b y R D P - I I t o b e i n t h e o r d e r R h iz o b i a l e s
w i t h 10 0% c o n f i d e n c e . Se v e n o f t h e 4 3 c l o n e s i n t h e l i b r a r i e s c o n s t r u c t e d f r o m D N A
r e c o v e r e d f r o m h e a v y f r a c t i o n s w e r e a s s o c i a t e d w i t h t h i s O T U .
B a s e d o n c o n v e n t i o n a l P C R w i t h a l i n e a r i z e d p l a s m i d h a r b o r i n g t h e
r e p r e s e n t a t i v e 1 6 S r R N A g e n e o f t h e O T U , i t w a s d e t e r m i n e d t h a t t h e o p t i m u m a n n e a l i n g
t e m p e r a t u r e f o r t h e P C R p r i m e r s d e v e l o p e d t o q u a n t i f y O T U - 12 w a s 5 8
° C (F i g u r e 2 2 ) . A
q P C R s c r e e n o f a r a n g e o f f r a c t i o n s c o n c l u d e d t h a t a l a r g e p e r c e n t a g e o f 16 S r R N A
g e n e s a s s o c i a t e d w i t h O T U - 1 2 (3 6% ) a p p e a r e d i n t h e h e a v y f r a c t i o n s o f t h e s a m p l e s
f r o m i n c u b a t i o n s w i t h C - a n t h r a c e n e (F i g u r e 2 3 ) , w h e r e a s n o O T U - 12 s e q u e n c e s
a p p e a r e d i n t h e r e l a t i v e h e a v y f r a c t i o n s o f t h e s a m p l e s f r o m i n c u b a t i o n s w i t h u n l a b e l e d
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l i g h t
'
r e l a t i v e f r a c t i o n s f r o m i n c u b a t i o n s w i t h
' ^
C - a n t h r a c e n e (f i l l e d s y m b o l s ) , a n d
u n l a b e l e d a n t hr a c e n e (o p e n s y m b o l s ) . P o i n t s r e p r e s e n t t h e p e r c e n t a g e o f g e n e s f r o m t h a t
O T U p r e s e n t i n e a c h f r a c t i o n a s a p e r c e n t a g e o f t h e t o t a l g e n e s d e t e r m i n e d f o r a l l
d i s p l a y e d f r a c t i o n s . R e l a t i v e f r a c t i o n s 2 t h r o u g h 5 w e r e c o n s i d e r e d t o c o n t a i n
' h e a v y
'
D N A .
5 3
d) O T U - 1 9
M e m b e r s o f O T U - 1 9 (r e p r e s e n t i n g t h r e e o u t o f 4 3 c l o n e s i n t h e l i b r a r i e s d e r i v e d
f r o m h e a v y D N A ) w e r e i d e n t i f i e d b y t h e R D P - I I a s b e i n g w i t h i n t h e g e n u s
B r a dy r h i z o b i u m w i t h 10 0 % c o n d i f e n c e .
B a s e d o n c o n v e n t i o n a l P C R w i t h a l i n e a r i z e d p l a s m i d h a r b o r i n g t h e
r e p r e s e n t a t i v e 1 6 S r R N A g e n e o f t h e O T U , i t w a s d e t e r m i n e d t h a t t h e o p t im u m a n n e a l i n g
t e m p e r a t u r e f o r t h e P C R p r i m e r s d e v e l o p e d t o q u a n t i f y O T U - 19 w a s 6 0
° C (F i g u r e 2 4 ) . A
q P C R s c r e e n o f a r a n g e e f f r a c t i o n s c o n c l u d e d t h a t a s i g n i f i c a n t p e r c e n t a g e o f 1 6 S r R N A
g e n e s a s s o c i a t e d w i t h O T U - 1 9 (59% ) a p p e a r e d i n t h e h e a v y f r a c t i o n s o f t h e s a m p l e s
f r o m i n c u b a t i o n s w i t h C - a n t h r a c e n e (F i g u r e 2 5 ), w h e r e a s o n l y I Vo o f O T U - 19
s e q u e n c e s a p p e a r e d i n t h e r e l a t i v e h e a v y f r a c t i o n s o f t h e i n c u b a t i o n s w i t h u n l a b e l e d
a n t hr a c e n e .
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F i g u r e 2 5 : D i s t r i b u t i o n o f O T U - 19 16 S r RN A g e n e s i n p r e v i o u s l y i d e n t i f i e d
'
h e a v y
'
a n d
T i g h t
'
r e l a t i v e f r a c t i o n s f r o m i n c u b a t i o n s w i t h
^ '
C - a n t hr a c e n e (f i l l e d s y m bo l s ) , a n d
u n l a b e l e d a n t h r a c e n e (o p e n s y m b o l s ) . P o i n t s r e p r e s e n t t h e p e r c e n t a g e o f g e n e s f r o m t h a t
O T U p r e s e n t i n e a c h f r a c t i o n a s a p e r c e n t a g e o f t h e t o t a l g e n e s d e t e r m i n e d f o r a l l
d i s p l a y e d f r a c t i o n s . R e l a t i v e f r a c t i o n s 2 t h r o u g h 5 w e r e c o n s i d e r e d t o c o n t a i n
'
h e a v y
'
D N A .
5 5
e ) O T U - 6
B a s e d o n c o n v e n t i o n a l P C R w i t h a l i n e a r i z e d p l a s m i d h a r b o r i n g t h e
r e p r e s e n t a t i v e 16 S r R N A g e n e o f t h e O T U , i t w a s d e t e r m i n e d t h a t t h e o p t i m u m a rm e a l i n g
t e m p e r a t u r e f o r t h e P C R p r im e r s d e v e l o p e d t o q u a n t i f y O T U - 9 w a s 5 7 . 5
°
C (F i g u r e 2 6 ) .
H o w e v e r
,
a ft e r s c r e e n i n g w i t h q P C R a t t h i s t e m p e r a t u r e , t h e n u m b e r o f 1 6 S r R N A g e n e s
i n c o l l e c t e d f r a c t i o n s w e r e b e l o w t h e q u a n t i fi c a t i o n l im i t o f t h e a s s a y , s o O T U - 6 c o u l d
n o t d e fi n i t i v e l y b e a s s o c i a t e d w i t h a n t h r a c e n e d e g r a d a t i o n . C l o n e s a s s o c i a t e d w i t h t h i s
O T U r e p r e s e n t e d o n l y t w o o f t h e 4 3 c l o n e s i n t h e l i b r a r i e s c o n s t r u c t e d f r o m D N A
r e c o v e r e d f r o m h e a v y f r a c t i o n s .
t 3
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F i g u r e 2 6 : P C R p r o d u c t s f r o m O T U - 6 d i g e s t e d p l a s m i d a n d d e s i g n e d q P CR p r im e r s a t
v a r i o u s t e m p e r a t u r e s .
5 6
5 . P r i m e r s p e c i fi c i t y
E a c h q P C R p r im e r s e t w a s t e s t e d a g a i n s t t h e r e p r e s e n t a t i v e s e q u e n c e f r o m e a c h
o t h e r qu a n t i f i e d O T U t o v e r i f y t h e s p e c i f i c i t y o f t h e p r im e r s e t s . N o p r o d u c t s w e r e
o b t a i n e d f o r a n y t e s t e d r e a c t i o n w i t h t h e O T U n o t t a r g e t e d b y t h e p r i m e r s e t , w i t h o n e
e x c e p t i o n P r im e r s s p e c i f i c t o O T U - 19 d e t e c t e d 16 S r RN A g e n e s a s s o c i a t e d w i t h O T U -
1 1 a t a l e v e l t h r e e o r d e r s o f m a g n i t u d e l o w e r t h a n t h e O T U - 1 1 p r im e r s (d a t a n o t s h o w n ) .
T h i s n o n - s p e c i fi c a m p l i f i c a t i o n w a s n o t c o n s i d e r e d s i g n i fi c a n t e n o u g h t o h a v e i n fl u e n c e d
q u a n t i f i c a t i o n o f t h e v a r i o u s O T U s i n t h e SI P e x p e r im e n t .
6 . Q u a n t i fi c a t i o n o f S I P - d e t e r m i n e d O T U s d u r i n g t h e c o u r s e o f
t h e S I P i n c u b a t i o n
M e a s u r i n g t h e c h a n g e i n a b u n d a n c e o f b a c t e r i a l 1 6 S r R N A g e n e s i d e n t i fi e d i n t h e
h e a v y f r a c t i o n s o v e r t h e c o u r s e o f t h e S I P i n c u b a t i o n s a l l o w e d f o r t h e i d e n t i f i c a t i o n o f
b a c t e r i a t h a t u t i l i z e d C - e n r i c h e d a n t h r a c e n e a s a c a r b o n a n d e n e r g y s o u r c e . T h e r e s u l t s
f r o m t h e t i m e s e r i e s i n d i c a t e t h a t 16 S r RN A g e n e s a s s o c i a t e d w i t h a l l p u t a t i v e a n t h r a c e n e
d e g r a d e r s i n c r e a s e d o v e r t im e (F i g u r e 2 7 ) . H o w e v e r , n o t e t h a t , b a s e d o n t h e q P C R
a n a l y s i s o f t h e h e a v y D N A , P G 2 w a s n o t c o n s i d e r e d t o h a v e u t i l i z e d
^ '
C - a n t h r a c e n e . I t s
p r e s e n c e i n t h e c l o n e l i b r a r i e s o f h e a v y D N A c a n b e e x p l a i n e d b y t h e h i g h i n i t i a l
a b u n d a n c e o f t h o s e o r g a n i s m s i n t h e i n o c u l u m a n d t h a t i t s 16 S r RN A g e n e s d i d n o t
i n c r e a s e o v e r t h e c o u r s e o f t h e S I P i n c u b a t i o n (F i g u r e 2 7 ) . O t h e r w i s e , t h e a b u n d a n c e o f
q u a n t i f i e d g e n e s i n e a c h O T U a t t h e e n d o f t h e S I P i n c u b a t i o n s w a s r e p r e s e n t a t i v e o f t h e
n u m b e r o f s e q u e n c e s p e r O T U i n t h e c o n s t r u c t e d c l o n e l i b r a r y F o r e x a m p l e , O T U
- 1 1
c o m p r i s e d 2 0 o f 4 3 c l o n e s (4 7% ) a n d 16 S r R N A g e n e s a s s o c i a t e d w i t h h i s O T U w e r e
5 7
m o r e a b u n d a n t b y a l m o s t a n o r d e r o f m a g n i t u d e t h a n O T U - 1 2 ( 7 c l o n e s ) a n d O T U - 1 9 (3
c l o n e s ) .
1 0 0
ho u r s
- P G 2
- O T U - 1 1
- O T U - 12
- O T U - 19
F i g u r e 2 7 : T im e c o u r s e o f 16 S r R N A g e n e a b u n d a n c e o v e r t im e f o r O T U s f r o m c l o n e
l i b r a r i e s o f h e a v y D N A . F i l l e d s y m b o l s r e p r e s e n t p u t a t i v e a n t h r a c e n e d e g r a de r s .
5 8
V . D i s c u s s i o n
A . " A n t h r a c e n e G r o u p 1
" P r e s e n c e i n U n t r e a t e d So i l a n d B i o r e a c t o r -
T r e a t e d S o i l
A p r i o r S I P s t u d y (J o n e s e t a l . 2 0 1 1 a ) e x a m i n i n g t h e d e g r a d a t i o n o f a n t h r a c e n e i n
u n t r e a t e d s o i l i d e n t i f i e d 16 S r R N A g e n e s fr o m t h e u n c h a r a c t e r i z e d
"
a n t h r a c e n e g r o u p 1
"
a s t h e d o m i n a n t r e p r e s e n t a t i v e s o f a c l o n e l i b r a r y c o n s t r u c t e d f r o m
' ^ C - e n r i c h e d D N A . I n
t h i s s t u d y , t h e s a m e s o i l w a s a n a l y z e d b y S I P a f t e r t r e a t m e n t i n a l a b - s c a l e , s l u r r y - p h a s e
b i o r e a c t o r . T h r e e d i f f e r e n t O T U s o f d o m i n a n t 1 6 S r R N A g e n e s w e r e i d e n t i f i e d , n o n e o f
w h i c h w a s c l o s e l y r e l a t e d t o A G l . O n e O T U w a s c l o s e l y r e l a t e d t o m e m b e r s o f t h e g e n u s
A l t e r e r y t h r o ba c t e r a n d t w o o t h e r s w e r e s im i l a r t o b a c t e r i a w it h i n t h e o r d e r R h i z o b i a l e s .
T h e r e a r e m u l t i p l e e x p l a n a t i o n s a s t o w hy A G l w a s n o t r e c o v e r e d a s t h e d o m i n a n t
a n t h r a c e n e d e g r a d e r i n t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l . F i r s t , t h e c o m m u n i t y o f t h e b i o r e a c t o r -
t r e a t e d s o i l h a s b e e n a d a p t i n g t o b i o s t im u l a t e d c o n d i t i o n s s i n c e D e c e m b e r 8 , 2 0 0 8 , m o r e
t h a n t hr e e y e a r s b e f o r e t h e b i o r e a c t o r s a m p l e w a s c o l l e c t e d f o r t h i s SI P s t u d y . Sh i f ts i n
b i o r e a c t o r b a c t e r i a l c o m m u n i t i e s u n d e r d i f f e r e n t l o a d i n g c o n d i t i o n s h a v e b e e n p r e v i o u s l y
r e p o r t e d (Si n g l e t o n e t a l . 2 0 1 1) ; t h a t s t u d y c o n c l u d e d th a t n o t o n l y i s t h e b a c t e r i a l
c o m m u n i t y o f t h e u n t r e a t e d s o i l s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e b a c t e r i a l c o m m u n i t y i n
t h e b i o r e a c t o r
,
b u t a l s o t h a t s o m e b a c t e r i a a t l o w r e l a t i v e a b u n d a n c e i n t h e u n t r e a t e d s o i l
w e r e e s t a b l i s h e d i n t h e b i o r e a c t o r . T h e r e v e r s e p h e n o m e n o n o f a h i g h r e l a t i v e a b u n d a n c e
o r g a n i s m o n t h e u n t r e a t e d s o i l d e c r e a s i n g d u r i n g b i o r e a c t o r o p e r a t i o n w a s a l s o o b s e r v e d ,
a n d w a s a c t u a l l y t h e c a s e f o r A G l ( Si n g l e t o n e t a l . 2 0 1 1) . F i g u r e 6 a n d t h e p r i o r SI P
s t u d y (J o n e s e t a l 2 0 1 l a ) p r o v i d e e v i d e n c e t h a t A G l i s a v i a b l e a n t h r a c e n e d e gr a d e r i n
t h e u n t r e a t e d s o i l
,
b u t t h i s s t u d y i n d i c a t e s t h a t A G l i s n o t l i k e l y a c e n t r a l a n t h r a c e n e
5 9
d e g r a d e r i n t h e b i o r e a c t o r . I t i s l i k e l y t h a t t h e d o m i n a n t a n t h r a c e n e - d e g r a d i n g b a c t e r i a
i d e n t i f i e d i n t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l a r e o u t - c o m p e t i n g A G l , w h i c h c o u l d b e e x p l a i n e d
b y s l o w e r g r o w th r a t e s o f A G l o r g a n i s m s th a n t h e o r g a n i s m s i d e n t i f i e d b y SI P i n t h i s
s t u d y . T h e b i o r e a c t o r e n v i r o n m e n t (c o n t i n u o u s a g i t a t i o n , c o n t i n u o u s o x y g e n s u p p l y , a n d
r e l a t i v e l y h i g h N a n d P c o n c e n t r a t i o n s ) i s a l s o v e r y d i f f e r e n t f r o m t h e f i e l d c o n d i t i o n s
u n d e r w h i c h t h e u n t r e a t e d s o i l w a s c o l l e c t e d . I t i s p o s s i b l e , t h e r e f o r e , t h a t t h e a n t h r a c e n e
d e g r a d e r s i d e n t i f i e d i n t h i s s t u d y a r e m u c h b e t t e r a d a p t e d t o t h e b i o r e a c t o r e n v i r o n m e n t
t h a n i s A G l .
B . P G 2 P r e s e n c e i n B i o r e a c t o r - T r e a t e d S o i l
"
P y r e n e G r o u p 2
"
(P G 2 ) h a s b e e n p r e v i o u s l y s t u d i e d a n d i d e n t i f i e d a s a d e g r a d e r
o f p y r e n e (J o n e s e t a l . 2 0 0 8 ; J o n e s e t a l . 2 0 1 l b ; S i n g l e t o n e t a l . 2 0 0 6 ) , p h e n a n t h r e n e
(Si n g l e t o n e t a l . 2 0 0 7) , f l u o r a n t h a n e a n d b e n z [a ] a n t hr a c e n e (J o n e s e t a l . 2 0 1 l b ) b u t n o t
n a p h t h a l e n e . I n t h i s s t u dy , PG 2 w a s i d e n t i fi e d i n t h e c l o n e l i b r a r y g e n e r a t e d f r o m t h e
h e a v y f r a c t i o n s o f t h e
' ^ C - e n r i c h e d D N A a n d r e p r e s e n t e d 6 o f 4 8 c l o n e s ( 13% ) .
H o w e v e r , a d d i t i o n a l a n a l y s i s i n d i c a t e d m e m b e r s o f P G 2 w e r e n o t l i k e l y t o h a v e g r o v ra
o n t h e C - a n t h r a c e n e . M e m b e r s o f P G 2 c o u l d h a v e a p p e a r e d i n t h e c l o n e l i br a r y b e c a u s e
o f i t s s h e e r a b u n d a n c e i n t h e s a m p l e . T h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n s o f 16 S r RN A g e n e s f r o m
P G 2 i n t h e b i o r e a c t o r s l u r r y w a s a t l e a s t t h r e e o r d e r s o f m a g n i t u d e h i g h e r t h a n t h e m o s t
a b u n d a n t S I P - i d e n t i f i e d a n t h r a c e n e d e g r a d e r , a n d t w o o r d e r s o f m a g n i t u d e h i g h e r t h a n
t h e o t h e r g r o u p s o f i d e n t i f i e d a n t h r a c e n e d e g r a d e r s a t t h e e n d o f t h e e x p e r im e n t . A sm a l l
p e r c e n t a g e o f t h e h i gh l y a b u n d a n t P G 2 D N A m i g r a t i n g i n t o t h e h e a v y f r a c t i o n s a s t h e
l e a d i n g e d g e o f a v e r y l a r g e p e a k c o u l d e x p l a i n i t s p r e s e n c e i n t h e c l o n e l i b r a r i e s . T h i s
e x p l a n a t i o n i s c o n s i s t e n t w i t h t h e s i m i l a r i t y o f t h e d i s t r i b u t i o n o f P G 2 g e n e s a c r o s s
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u l t r a c e n t r i f u g e f r a c t i o n s i n s a m p l e s w i t h
^^
C - a n t h r a c e n e a n d f r o m i n c u b a t i o n s w i t h
u n l a b e l e d a n t h r a c e n e (F i g u r e 1 9 ) I n c o m p l e t e D N A s e p a r a t i o n h a s b e e n p r e v i o u s l y
a d d r e s s e d b y S i n g l e t o n e t a l (2 0 0 5) i n a s im i l a r SI P e x p e r im e n t a n d h a s b e e n l o n g -
r e g a r d e d a s a k n o w n i s s u e i n S I P e x p e r i m e n t s .
C . I d e n t i f i c a t i o n o f A n t h r a c e n e - D e g r a d i n g B a c t e r i a
T hr e e O T U s (O T U - 1 1 , O T U - 1 2 a n d O T U - 19 ) w e r e i d e n t i fi e d a s p u t a t i v e
a n t h r a c e n e d e g r a d e r s t h r o u g h t h e u s e o f SI P . O n e w a s c l o s e l y r e l a t e d t o m e m b e r s o f t h e
g e n u s A l t e r e r y t h r o b a c t e r a n d t w o o t h e r s w e r e s i m i l a r t o b a c t e r i a w i t h i n t h e o r d e r
R h i z o b ia l e s .
1 . O T U - 1 1
M e m b e r s o f O T U - 1 1 w e r e m o s t c l o s e l y r e l a t e d t o t h e g e n u s A l t e r e r y t h r o b a c t e r i n
t h e f a m i l y Sp h i n g o m o n a d a l e s . A l t h o u gh t h i s i s a r e l a t i v e l y n e w l y c h a r a c t e r i z e d g e n u s ,
RD P ' s n e w e s t r e l e a s e c o n t a i n s 14 7 c u l t u r e d o r u n c u l t u r e d s e q u e n c e s a s s o c i a t e d w i t h t h e
p h y l o t y p e . S e q u e n c e s f r o m t h i s g e n u s h a v e b e e n r e c o v e r e d f r o m s e v e r a l s o u r c e s
i n c l u d i n g s e a w a t e r (F M 17 7 5 86 , D Q3 9 5 6 2 8 , A B 3 02 3 54 , E U 7 2 6 2 7 2 ) , o i l - c o n t a m i n a t e d
s o i l s (JN 0 3 8 2 9 6 , JN 9 4 2 14 7 , E F 15 7 16 3 , E F 17 3 34 8) , a n t h r a c e n e - c o n t a m i n a t e d s o i l
(H M 4 3 8 4 0 2 , H M 4 3 8 3 3 1, H M 4 3 8 3 2 6 - a l l f r o m a n u n p u b l i s h e d s t u d y ) , a n d o n e f r o m a
p i l o t - s c a l e b i o r e m e d i a t i o n p r o c e s s o f a h y dr o c a r b o n - c o n t a m i n a t e d s o i l (A M 9 3 6 2 0 7 ) .
A l t h o u g h T e r a m o t o e t a l (2 0 10 ) p r o p o s e d a n A l t e r e r y t h r o ba c t e r i s o l a t e c l o s e l y r e l a t e d t o
A l t e r e r y t h r o b a c t e r ep o x i d i v o r a n s a s a p o t e n t i a l P A H - d e g r a d e r i n n u t r i e n t
- r i c h t r o p i c a l
e n v i r o n m e n t s , i t w o u l d a p p e a r Xhs i A l t e r e r y t h r o b a c t e r s p e c i e s a r e a d a p t e d t o m a n y
e n v i r o n m e n t s
,
i n c l u d i n g P A H - c o n t a m i n a t e d s it e s , t h u s a d d i n g t o i t s s u s t a i n a b i l i t y a n d
v i a b i l i t y i n t h e e n v i r o n m e n t .
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2 . O T U - 1 2 a n d O T U - 1 9
16 S r R N A g e n e s s e q u e n c e d f r o m m e m b e r s o f O T U - 12 a n d O T U - 19 w e r e b o t h
a s s o c i a t e d w i t h th e o r d e r R h iz o b i a l e s , w i t h O T U - 1 9 a d d i t i o n a l l y a s s o c i a t e d w i t h t h e
g e n u s B r a dy r h i z o b i u m M a n y m e m b e r s o f t h e g e n u s R h i z o b i a l e s a r e a s s o c i a t e d w i t h
n i t r o g e n fi x a t i o n a n d s o m e h a v e b e e n l i n k e d t o d e g r a d a t i o n o f a n t h r a c e n e u n d e r
m e t h a n o g e n i c c o n d i t i o n s (Z h a n g e t a l . 2 0 1 1) a n d i n a tw o - l i q u i d p h a s e b i o r e a c t o r s y s t e m
(L a f o r t u n e e t a l . 2 0 0 9 ) Wh e t h e r t h e r e i s a p o s s i b l e l i n k o f n i t r o g e n fi x a t i o n t o b e t h e
p r e s e n c e o f o r g a n i s m s f r o m t h e s e t w o O T U s i n t h e b i o r e a c t o r i s o p e n t o q u e s t i o n .
H a n s o n e t a l . (2 0 12 ) r e c e n t l y p u b l i s h e d a p a p e r i n w h i c h e v i d e n c e w a s p r e s e n t e d t h a t
n i t r o g e n fi x a t i o n b y P o l a r o m o n a s n a p t h a l e n i v o r a n s s t r a i n C J2 , i n c o a l t a r
- c o n t a m i n a t e d
s e d i m e n t s , m a y p l a y a r o l e i n t h e b i o d e gr a d a t i o n o f n a p h t h a l e n e .
D . I m p l i c a t i o n s f o r B i o r e m e d i a t i o n
T h i s s t u d y a d d s t o t h e b o d y o f k n o w l e d g e o n b i o r e m e d i a t i o n o f P A H -
c o n t a m i n a t e d s o i l b y d e m o n s t r a t i n g t h a t t h e n a t u r a l m i c r o b i a l c o m m u n i t y i n a g e d , PA H -
c o n t a m i n a t e d s o i l i s n o t n e c e s s a r i l y t h e c o m m u n i t y t h a t d e g r a d e s P A H s i n a n e n g i n e e r e d
s y s t e m . I n o t h e r w o r d s , k n o w l e d g e o f o r g a n i s m s c a p a b l e o f d e g r a d i n g a s p e c i f i c
c o n t a m i n a n t i n a n u n t r e a t e d s o i l i s n o t n e c e s s a r i l y p r e d i c t i v e u n d e r a b i o r e m e d i a t i o n
s c e n a r i o M a c N a u g h t o n e t a l . ( 19 9 9 ) n o t e d a s u b s t a n t i a l c h a n g e i n t h e d i v e r s it y o f t h e
d o m i n a n t b a c t e r i a l c o m m u n i t y i n r e s p o n s e t o a n e x p e r im e n t a l o i l s p i l l V i n a s e t a l (2 0 0 5)
n o t e d s h i f t s i n b a c t e r i a l c o m m u n i t i e s n o t o n l y i f t r e a t m e n t w a s p e r f o r m e d b u t a l s o i n
r e s p o n s e t o t h e t y p e o f n u t r i e n t u s e d i n t h e t r e a t m e n t p r o c e s s . L o r s e t a l . (2 0 12 ) h o w e v e r ,
r e c e n t l y c o m p a r e d a fi e l d b i o t r e a t e m e n t a n d a l a b s c a l e t r e a t m e n t o f t h e s a m e s o i l
s a m p l e s o v e r 1 8 2 d a y s , a n d d i s c o v e r e d t h e t e m p o r a l a p p e a r a n c e a n d d i s a p p e a r a n c e o f
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m i c r o b i a l s t r a i n s w e r e n e a r l y i d e n t i c a l i n b o t h s a m p l e s . K n o w i n g w h i c h b a c t e r i a a r e
l i k e l y t o b e t h e d o m i n a n t d e g r a d e r s o f a c o n t a m i n a n t u n d e r a s p e c i fi c b i o r e m e d i a t i o n
s t r a t e g y i s im p o r t a n t i n o r d e r t o p r e d i c t t h e p o t e n t i a l s u c c e s s o f t h e t r e a t m e n t a s w e l l a s t o
t a i l o r t h e c o n d i t i o n s o f t h e e n g i n e e r e d b i o r e m e d i a t i o n p r o c e s s e s f o r t h e g r e a t e s t r e m o v a l
o f t h o s e c o n t a m i n a n t s (M a r t i n e t a l . 2 0 12 ) . C o n s i s t e n t w i t h p r i n c i p l e s o f m i c r o b i a l
e c o l o g y , i t i s n o t s u r p r i s i n g t h a t e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s e x e r t a s t r o n g i n f l u e n c e o n
m e m b e r s o f a m i c r o b i a l c o m m u n i t y . H o w e v e r , i t i s s o m e w h a t s u r p r i s i n g t h a t o r g a n i s m s
h i g h l y a b u n d a n t i n u n t r e a t e d s o i l w o u l d n o t h a v e a c o m p e t i t i v e a d v a n t a g e o v e r o r g a n i s m s
i n i t i a l l y p r e s e n t i n l o w a b u n d a n c e .
T h e fi n d i n g s i n t h i s s t u d y a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e c o n c e p t o f f u n c t i o n a l
r e d u n d a n c y i n e n g i n e e r e d b i o l o g i c a l t r e a t m e n t s y s t e m s t h a t r e l y o n m i c r o b i a l
c o m m u n i t i e s t o p e r f o r m d e s i r e d fu n c t i o n s (C u r t i s a n d S l o a n 2 0 0 6 ; K o r o t k e v y c h e t a l
2 0 1 1 ; P i l l o n i e t a l 2 0 1 1) F u n c t i o n a l r e d u n d a n c y im p l i e s t h a t a m i c r o b i a l c o m m u n i t y c a n
h a v e m u l t i p l e m e m b e r s t h a t a r e c a p a b l e o f c a r r y i n g o u t a p a r t i c u l a r f u n c t i o n (i n t h i s c a s e ,
g r o w t h o n a n t h r a c e n e ) , s u c h t h a t t h e fu n c t i o n i s m a n i f e s t e d r e g a r d l e s s o f w h i c h
m e m b e r (s ) o f t h e c o m m u n i t y a r e s e l e c t e d u n d e r a g i v e n s e t o f c o n d i t i o n s .
E . M e t h o d o l o g i c a l O b s e r v a t i o n s
B e f o r e c a r r y i n g o u t t h e SI P e x p e r im e n t , p r e l im i n a r y e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d
t o i d e n t i fy c o n d i t i o n s t h a t w o u l d l im i t t h e v a r i a b i l i t y o f t h e p H d u r i n g i n c u b a t i o n s . I n
a d d i t i o n
, p o s s i b l e o u t c o m e s o f a d e c r e a s e d d i s a p p e a r a n c e r a t e i n t h e S IP e x p e r im e n t a s
c o m p a r e d t o t h e p r e l im i n a r y e x p e r im e n t w e r e e x a m i n e d .
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T h e c o n c e n t r a t i o n o f a m m o n i u m n i t r a t e w a s o b s e r v e d t o i n f l u e n c e t h e p H o f
i n c u b a t i o n s . S im i l a r p H i s s u e s h a v e b e e n p r e v i o u s l y d o c u m e n t e d b y o t h e r s (E r i c k s o n
19 9 3 ; J a c q u e s e t a l 2 0 0 7 ; K a s t n e r e t a l . 19 9 8 ; Si n g l e t o n e t a l . 2 0 1 1 ) . A p r i o r s t u d y o n t h e
e f f e c t o f p H o n P A H d e g r a d a t i o n c o n c l u d e d th a t d e g r a d a t i o n w a s e n h a n c e d a t a p H o f 7 . 0
c o m p a r e d t o a p H o f 5 , 2 (L u e t a l . 2 0 1 1 ) . B e c a u s e p H i s a m a s t e r e n v i r o n m e n t a l v a r i a b l e ,
a l o w e r o r c h a n g i n g p H c o u l d s u b s t a n t i a l l y im p a c t t h e P A H d e g r a d a t i o n r a t e s i n a d d i t i o n
t o s h i ft i n g t h e p o p u l a t i o n s i n t h e m i c r o b i a l c o m m u n i t y . I n t h i s s t u d y , a l t h o u gh t h e o v e r a l l
n u m b e r o f b a c t e r i a l 1 6 S r R N A g e n e s i n t h e t e s t e d s o i l d i d n o t d e c r e a s e s i g n i f i c a n t l y
w h e n t h e p H d r o p p e d t o 4 . 8 d u r i n g a n i n c u b a t i o n w i t h a p h o s p h a t e b u f f e r c o n t a i n i n g 5 . 0
m M a m m o n i u m n it r a t e , i t i s u n k n o w n i f t h e d e g r a d a t i o n r a t e s o f P A H s w e r e im p a c t e d o r
h o w t h e c o m m u n i t y v a r i e d f r o m i n c u b a t i o n s t h a t r e s u l t e d i n a h i g h e r t e r m i n a l p H .
U l t im a t e l y , t o r e d u c e t h e im p a c t o f a l o w e r p H i n t h e SI P i n c u b a t i o n s , t h e a m m o n i u m
n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n i n t h e u t i l i z e d p h o s p h a t e b u f f e r w a s a dj u s t e d t o 2 5 m M T h i s
c o n c e n t r a t i o n p r o v i d e d m i n im a l p H c h a n g e s w h i l e i n c r e a s i n g t h e r a t e s o f
' ' ^
C - a n t h r a c e n e
m i n e r a l i z a t i o n a n d a n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e r e l a t i v e t o i n c u b a t i o n s w i t h 5 m M
a mm o n i u m n i t r a t e T h e f a c t t h a t r e d u c i n g th e am m o n i u m n i t r a t e c o n c e n t r a t i o n l e d t o a
m o r e s t a b l e p H i s c o n s i s t e n t w it h n i t r i f i c a t i o n a s t h e m e c h a n i s m b y w h i c h p H d e c r e a s e d
i n i n c u b a t i o n s w i t h 5 m M a m m o n i u m n i t r a t e . A m m o n i u m o x i d a t i o n i s k n o w n t o
c o n s u m e a l k a l i n i t y (p r o d u c e a c i d ) .
D u r i n g t h e SI P e x p e r im e n t , a n t h r a c e n e d i s a p p e a r a n c e d i d n o t f o l l o w t h e s a m e
p a t t e r n a s d u r i n g p r e l i m i n a r y t e s t s . H o w e v e r , t h e p r e l i m i n a r y t e s t s w e r e u s e d t o i d e n t i fy
t h e d u r a t i o n o f t h e S I P i n c u b a t i o n s I f t h i s o b s e r v a t i o n w a s n o t m e r e l y du e t o t e c h n i c a l
i s s u e s d u r i n g t h e e x t r a c t i o n a n d q u a n t i f i c a t i o n o f a n t h r a c e n e , a d e c r e a s e d d i s a p p e a r a n c e
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r a t e c o u l d m e a n l e s s i n c o r p o r a t i o n o f C - e n r i c h e d a n t h r a c e n e S u c h a s c e n a r i o w o u l d
l e a d t o l e s s i n c o r p o r a t i o n o f l a b e l e d c a r b o n a n d p o s s i b l y l e s s s e p a r a t i o n o f h e a v y a n d
l i g ht D N A . T h i s m a y e x p l a i n w h y t w o d i s t in c t D N A b a n d s w e r e n o t o b s e r v e d w h e n t h e
S IP u l t r a c e n t r i f u g a t i o n t u b e s w e r e e x a m i n e d v i s u a l l y T h e u n t r e a t e d s o i l s h o w e d a g r e a t e r
r a t e o f d i s a p p e a r a n c e t h a n t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l , b u t t h e r e w a s n o e v i d e n c e o f h e a v y
D N A i n t h o s e s a m p l e s . F r a c t i o n a t i o n o f t h e b i o r e a c t o r - t r e a t e d s o i l t u b e s r e s u l t e d i n
d i s t i n c t h e a v y a n d l i g h t f r a c t i o n s o f D N A . I t i s p o s s i b l e t h a t a n t h r a c e n e c o n c e n t r a t i o n w a s
n o t a c c u r a t e l y m e a s u r e d b y H P L C d u e t o u n e v e n d i s t r i b u t i o n o f a n t h r a c e n e i n t h e s l u r r y .
I t i s a l s o p o s s i b l e t h a t n o t e n o u g h t i m e h a d p a s s e d f o r t h e u n t r e a t e d s o i l t o u t i l i z e t h e
' ^
C -
a n t h r a c e n e . A p r i o r SI P s t u d y (Jo n e s e t a l . 2 0 1 l a ) u t i l i z i n g u n t r e a t e d s o i l a n d [U -
' ^ C j a n t h r a c e n e p r o d u c e d h e a v y a n d l i g ht f r a c t i o n s a ft e r a t i m e p e r i o d o f 2 0 d a y s , w h e r e a s
t h e m a j o r i t y o f a n t hr a c e n e i n t h e t h i s e x p e r im e n t w a s r e m o v e d w i t h i n t h r e e d a y s .
F . R e c o m m e n d a t i o n s
F o l l o w i n g a r e r e c o m m e n d a t i o n s f o r a d d it i o n a l s t u d i e s t h a t c o u l d e x t e n d t h e
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